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Trennung von Trypsin und Enterokinase durch Ultrafiltration. 


Von 
H. Bechhold und L. Keiner. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1927.) 


Wiahrend einige Abbauprodukte von Proteinen (Albuminpepton, 
Clupein, Thymushiston) nach Waldschmidt-Leitz' von Trypsin allein 
verdaut werden, benétigt es zur Spaltung héherer Proteine eines 
Aktivators, der Enterokinase oder kurz Kinase. Die Trennung der 
Kinase von dem Trypsin erfolgte bisher hauptsachlich nach Wald- 
schmidt-Leitz durch Adsorption und Elution. Wir unternahmen es, 
die Frage zu priifen, ob etwa die Verschiedenheit der Teilchengrépe 
von Enzym und Kinase dazu herangezogen werden kénne, diese 
beiden Bestandteile des Rohtrypsins zu trennen und dabei weitere 
Aufschliisse iiber diese beiden Stoffe zu gewinnen. Ist die Teilchen- 
gréBe von Enzym und Kinase verschieden, dann muB8 die Trennung 
durch Ultrafiltration gelingen. 


In der Literatur fanden wir recht widersprechende Angaben iiber das 
Verhalten von Trypsin gegeniiber Membranen. D.J. Levy?® stellte fest, 
daB ,,Pankreatin’ (also das Fermentgemisch, welches auch Trypsin enthalt) 
von der Kollodiummembran stark zuriickgehalten werde. Nach den An- 
gaben von L. Strada* und denen von A. S. Neill* passiert Trypsin durch 
Kollodiummembranen. R. Ehrenberg® arbeitete mit Pergamentmembranen, 
die ,,fiir einen Teil des wirksamen Enzyms durchlassig waren‘: und mit 
Pergamentmembranen, die enzymundurchlissig waren; im iibrigen ver- 
folgten seine Untersuchungen andere Ziele. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 203 ff., 1925. 
Journ. of Infectious diseases 2, 1 bis 18. 
Ann. Inst. Pasteur 22, 982, 1908. 

Amer. Journ. of physiol. 57, 478, 1921. 
Diese Zeitschr. 149, 270, 1924. 
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G. Schaeffer und EF. Terroine’, die durch Dialyse des pankreatischen 
Sekrets gegen Wasser eine Trennung von Trypsin und Erepsin erzielt haben, 
geben an, daB nach dreitagiger Dialyse die Innenfliissigkeit keine Wirkung 
mehr auf Eieralbumin habe, wohl aber noch auf Casein, Histon oder Pepton 
lésung. Nach Lagrange und Suarez* wird Trypsin vollkommen im Ultra- 
filter zuriickgehalten. Leider sind keinerlei Angaben iiber die Art der 
Priifung gemacht; es wird nicht unterschieden zwischen Ultrafilterriickstand 
und Filtrat. Waldschmidt-Leitz* fand, daB nach achttagiger Dialyse in 
Fischblase gegen Wasser der Gehalt an Kinase aus Rohextrakt im Dialysier- 
schlauch nicht abgenommen hatte, und da® das Dialysat sich als un 
wirksam erwies. In einem anderen Versuch findet er‘, da® nach 48 stiin- 
diger Dialyse in Fischblase die enzymatische Wirkung gegen Gelatine aut 
Null gesunken ist. 





R. Fricke, F. A. Fischer und H. Borchers® machen die bemerkenswerte 
Feststellung, da8 aktives Trypsin imstande ist, unter dem EinfluS eines 
elektrischen Potentialgefalles noch relativ sehr dichte Kollodiummembranen 
zu passieren, durch welche andere Kolloide weitgehend zuriickgehalten 
werden. Ultrafiltrierten sie jedoch die Trypsinlésung durch eine 10° ige 
Membran, ohne die Einwirkung des elektrischen Stromes, dann konnte 
im Ultrafiltrat keine proteolytische Wirkung mehr festgestellt werden. 


Nach dem heutigen Stande der Fermentforschung ist es begreif- 
licherweise sehr schwer, die verschiedenen Versuchsergebnisse mit- 
einander zu vergleichen. Teilweise war die Priifungsmethodik friiher 
unzureichend, teilweise die Definition der verwendeten Membrane 
Immerhin diirften die von uns erzielten Ergebnisse manche schein- 
baren Widerspriiche klaren. 


Fiir unsere Versuche bedienten wir uns der Bechhold-Kénigschen 
Ultrafiltertiegel®, die mit einer Eisessigkollodiummembran iiberzogen 
waren. Mit ihrer Hilfe gelingt es, aus Trypsin (Merck) den kolloiden 
Antei] von den Kristalloiden in wenigen Stunden auf rein mechanischem 
Wege zu trennen. 

Die Untersuchungen zeigten, daB die Kinase von einer 4°,igen 
Membran noch zuriickgehalten wurde, wahrend bei einer 3°,igen 
Membran im Filtrat bereits etwas verdauende Wirkung festgestellt 
: wurde. Zwischen diesen beiden Membrandichten liegt somit die Grenze 
: der Durchlassigkeit fiir Kinase. Eine 4°,ige Membran ist durchlassig 

fir Albumin und Hamoglobin; Glutin hingegen wird von ihr zuriick- 
gehalten. Somit sind die Kinaseteilchen gréBer als die des Albumins 


1 Journ. de Physiol. et Pathol. gen. 12, 884, 905. 1910. 
2 C.r.de la Soc. de Biol. 96, 963, 1927. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 1924. 

* Ebendaselbst 147, 286, 1925. 

5 Kolloidzeitschr. 39, 159, 1926. 

® Zeitschr. f. angew. Chem. 1924, Nr. 29. 
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und Hamoglobins und der Gréfenordnung nach dhnlich denen der 
Glutintetlchen. 


In zahlreichen Versuchen wurde Rohtrypsin auf dichten Mem- 
branen (5- bis 10°,ig) ultrafiltriert und mit groBen Mengen Wasser 
ausgewaschen. Dabei zeigte sich, daB der Verdauungseffekt des Ultra- 
filterriickstandes auf etwa '/,, gesunken war, wahrend das Enzym das 
Ultrafilter passiert hatte. Durch Vermischung des Ultrafiltrats mit dem 
Filterriickstand konnte eine weitgehende Reaktivierung erzielt werden. 
Eine kleine Restaktivitdt des Ultrafilterriickstandes war auch durch weit- 
gehende Auswaschung nicht zu vermindern, sie diirfte wohl durch 
Adsorption des Trypsins an Kinase zu erklaren sein. 

Setzt man einer aktiven Trypsinlésung Albumin zu, so wird die 
tryptische Wirkung gegen Gelatine stark herabgesetzt (Waldschmidt- 
Leitz'). Dies legt die Vermutung nahe, daB das Trypsin durch das 
Albumin gebunden wird. Diese Annahme bestatigte sich jedoch nicht, 
denn wir konnten das Trypsin-Albumingemisch durch Ultrafiltration 
glatt trennen. 

Experimenteller Teil. 


Zur Verwendung kamen zwei Trypsinpriiparate von Merck. In 
Wasser lésten sie sich leicht bis auf eine Triibung, die bei dem einen 
in schwach alkalischer Lésung verschwand. Die wasserige Lésung 
hatte ein pp = 5,5. Bei 110° getrocknet, verlor das erste Praparat 
25°, Wasser, der Aschegehalt betrug 2.5%. Die EiweiBreaktionen 
(Biuret und Sulfosalicylsiure) waren positiv; Fehlingsche Lésung wurde 
stark reduziert. 

Die Bestimmung der enzymatischen Wirkung wurde sowohl nach 
Fuld-Gross* als auch nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz® aus- 
gefiihrt. Bei der Fuld-Grossschen Methode wurde in Reihenversuchen 
zu konstanten Mengen Casein (Hammarsten) (3 ccm 0,.1°,ige Lésung) 
steigende Mengen Trypsinlésung gegeben und die Enzymmenge be- 
stimmt, die nach 30 Minuten bei 37° (im Brutschrank) vollstandige 
Verdauung des Caseins bewirkte. Die Fliissigkeiten wurden vor der 
Mischung auf 37° vorgewirmt. Zur Charakteristik der Verdauung 
wurde die Lésung durch Essigsiure angesiuert, durch welche un- 
verdautes Casein ausflockt, wahrend verdautes Casein in Lésung bleibt. 
Um bei méglichst schwach alkalischer Reaktion zu arbeiten, wurde 
statt einer 0,2 °, igen eine 0,03 °,ige Sodalésung gewahlt, in der Trypsin 
und Casein klar léslich waren. Zum Vergleich wurde eine 0,1 °,ige 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 147, 300, 1925. 
2 Siehe Rona, Prakt. d. physiol. Chem., 1. Teil, 8S. 236, 1926. 


> Ebendaselbst, 8S. 255. 
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Lésung des Trypsin-Ausgangsmaterials angewandt und deren Aktivitat 
bestimmt. Als Beispiel fiihren wir hier eine Tabelle vollstandig an: 


Kontrolle (0 Trypsin). ....... 0 
0,l cem Trypsinlésung. ....... 0 bis +4 
O32 ss ' lc tes ®t ae 
0.3 ,, 99 a ma ae a ek <a, es 
a - ee eee Selle 
0,6 ,, 99 ioe 2 ab ete 2 See oo eer 
ae a - ace ee a oe we ee 
0,8 ,, 9 +. ew) a ee 
0,9 ,, 99 << e.2 ee «ee 
Es bedeutet: 0 = dicker, schnell ausfallender Niederschlag, 


= langsam ausflockender Niederschlag, 
++ = Triibung, 
+++ = klare Lésung (volistandige Verdauung). 


Bei der Willstdtter-Waldschmidt-Leitzschen Methode wird zu einer 
groBen Menge Proteinlésung eine relativ geringe Menge Enzym gegeben 
und bei 30° 1 Stunde lang einwirken gelassen. Absolut genommen, 
sind jedoch die benétigten Enzymmengen weit gréBer als bei der Fuld- 
Grossschen Methode. Der Grad der Verdauung wird titrimetrisch in 
90°, alkoholischer Lésung an dem Acidititszuwachs mit alkoholi- 
scher 0,2n KOH gemessen (Indikator Thymolphthalein). Hier wird 
also, im Gegensatz zu Fuld-Gross, nicht der Endpunkt der Verdauung 
bestimmt, sondern ein erster Abschnitt der Verdauung, in dem Hem- 

‘ mung durch Spaltstiicke und pp-Verarderungen noch keine eingreifende 
Rolle spielen. 





Die Trennung der Trypsinkomponenten durch Ultrafiltration. 

25ecm einer 0,2°%igen Trypsinlésung (Merck) wurden auf einem 
7,5°% igen, eiweiBdichten Ultrafilter auf 5ccm eingeengt; der Inhalt 
wurde herausgespiilt und auf 50 ccm aufgefiillt, so daB bei der Annahme, 
das Enzym habe die Membran nicht passiert, eine 0,1°,ige Lésung 
entstand. Vollstandige Verdauung trat erst nach Zugabe von 1,5 cem 
dieser Lésung ein. Die Aktivitdt war also, im Vergleich zur 0,1 °,igen 
Ausgangstrypsinlésung gesunken, denn von dieser hatten 0,9 ccm 
geniigt. Das Ultrafiltrat zeigte keine tryptische Wirkung. 

Nun wurde 0,1 g Trypsin auf einem 7,5°,igen Ultrafilter so lange | 
ausgewaschen, bis im Filtrat keine wagbaren Mengen mehr vorhanden 
waren. Hierzu waren 200 ccm Wasser nétig. Der Sicherheit halber 
wurde noch mit weiteren 100 com Wasser nachgewaschen. Durchlaufs- 
zeit der 300 cem Wasser: 6 Stunden. 
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Der Ultrafilterinhalt wurde auf etwa 3 ccm eingeengt, unter Ab- 
wischen der Membran herausgespiilt und auf 10 ccm aufgefiillt, so daB 
(vorausgesetzt, daB das Enzym zuriickgehalten war) eine | °,ige Trypsin- 
lésung entstand. Diese Lésung reagierte auf Lackmus neutral, war 
farblos (wihrend die Ausgangslésung gelblich war) und zeigte eine 
milchige Triibung, die sich in verdiinntem Alkali léste. Die Eiweib- 
reaktionen waren positiv. Der Gehalt an T'rockensubstanz betrug 
nur mehr 2.8°, der urspriinglich in der Lésung vorhandenen Menge. 
Der Aschengehalt, der vorher 2,5°, betrug, war auf Null gesunken; 
Fehlingsche Lésung wurde nicht mehr reduziert. 

Die Priijung der Aktivitét ergab erst bei Zugabe von 1,2 cem 
véllige Verdauung. Es hatten also nach der Ultrafiltration 1,2 ccm 
1°.,iger Enzymlésung denselben Effekt, wie 0.9 com der 0,1° igen Original- 
lésung. Durch erschépfendes Auswaschen auf dem Ultrafilter war 
somit die Aktivitat auf etwa 8°, ihres urspriinglichen Wertes gesunken 
(vorausgesetzt, daB bei wechselnder Enzymkonzentration und wechseln- 
dem Verhaltnis von Enzym zu Casein die Enzymmenge proportional 
der verdauten Caseinmenge ist). Dagegen war die Aktivitdt, bezogen 
auf den Trockengehalt, auf etwa das Dreifache gestiegen. 

Ein weiterer Versuch, bei dem mit 500 cem Wasser ausgewaschen 
wurde, ergab das gleiche Resultat (vollstandige Verdauung mit 1,2 cem 
Lésung). Somit verbleibt dem Riickstand im Ultrafilter eine honstante 
Restaktivitat, die auch durch verlangertes Auswaschen nicht beseitigt 
werden kann. 

Die starke Verminderung der Enzymwirkung durch erschépfendes 
Auswaschen auf dem Wltrafilter, dazu die gianzliche Inaktivitat des 
Filtrats, legten es nahe, in dem Filtrat den zweiten wirksamen Bestand- 
teil des Rohtrypsins zu suchen. Zu diesem Zweck wurden gemischt: 
0.2ccem Ultrafilterriickstand aus einer erschépfend ausgewaschenen 
1°, igen Trypsinlésung (die fiir sich eine kaum merkliche Verdawungs- 
kraft besaB) mit dem Ultrafiltrat einer 0,2°,igen Trypsinlésung, das 
unwirksam war. 


0,2 cem Ultrafilterriickstand ........... Obis 
to) CK } a b= 6 eo 6,2 5s 6s ae le 

0,2 ,, Ultrafilterriickstand + 0,3 ccm Ultrafiltrat +4.+ bis 
0,2 99 + 0.6 ,, 99 fast 

OS « = +09 ,, 


Somit konnte durch Mischung von Ultrafilterriickstand und Ultra- 
filtrat Reaktivierung des Enzyms erzielt werden, deren Grad abhangig 
war von der Menge des zugesetzten Ultrafiltrats. 

Noch auffalliger war die Reaktivierung in folgendem Versuch: 

0,1 g Rohtrypsin, gelést in 50cem Wasser, wurden durch ein 
7,5°%iges Ultrafilter filtriert. Nach Beseitigung von 10 ccm Vorlauf 
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wurde der Rest des Ultrafiltrats aufgefangen. Der Ultrafilterriickstand 
wurde dann mit 300 ccm Wasser ausgewaschen und auf 10 ccm auf- 
gefillt. Riickstand und Ultrafiltrat (nicht Waschwasser) wurden 
gemischt (Verhaltnis 1—+- 4) und eine halbe Stunde bei 30° stehen- 
gelassen. Mit 0.7 cem dieser Mischung wurde komplette Verdauung 
erzielt. Die Mischung setzte sich zusammen aus 0,14 ccm des Ultra- 
filterriickstandes aus der urspriinglich 1°,igen Rohtrypsinlésung (fast 
keine tryptische Wirkung) und 0,56 cem Ultrafiltrat (keine Enzym- 
_ wirkung auf Casein). 


Tritt die Kinase oder das Trypsin durch das Ultrafilter ? 


Nachdem in obigem gezeigt war, daB durch Ultrafiltration das 
Rohtrypsin in seine beiden Komponenten zerlegt werden kann, drangte 
sich die Frage auf, welcher von den beiden Bestandteilen das Trypsin. 
welcher die Kinase ist. 

Durch die Forschungen von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harten- 
eck! ist bekannt, daB Histon, Clupein und Pepton auch von Trypsin 
allein verdaut wird. Ein Verdauungsversuch mit dem gegen Casein 
vollkkommen unwirksamen Ultrafiltrat an Pepton muBte dariiber die 
Entscheidung bringen. 

leem frisch dargestelltes Ultrafiltrat einer 20°, igen Rohtrypsin- 
lésung wurde einwirken gelassen auf 5 ccm 3 °,iger Peptonlésung (Pepton 
ex albumine Merck). Temperatur 30°, Zeit 3 Stunden; pa = 8,7 (ein- 
gestellt durch 1 ecem Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer); Aciditats- 
zuwachs: 0,07 cem 0,2n KOH. 


Somit hatte das Trypsin die Ultrafiltermembran passiert und die 
Kinase war von der Membran zuriickgehalten worden. 


Aus der Dichte der Membran ergab sich zugleich, daB die Kinase- 
teilchen dhnliche Dimensionen wie die des Glutins besitzen, wahrend 
Trypsin bereits an der Grenze der Semikolloide steht, wenn es nicht gar 
kristalloid ist (vgl. 8.15), denn selbst bei der Ultrafiltration durch 
10°, ige Membranen zeigten Ultrafiltrat und Ultrafilterriickstand 
keinen Unterschied in der Aktivitaét bei Zusatz der gleichen Menge 
Kinase. 

Die Restaktivitat. 

Bereits auf 8.5 hatten wir erwihnt, daB im Ultrafilterriickstand 
eine Restaktivitat zuriickgeblieben war, die auch durch erschépfendes 
Auswaschen nicht entfernt werden konnte. Da die dort benutzte Fu/d- 
Grosssche Methode keinen genau quantitativen Einblick in die Héhe 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 203, 1925. 
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der Restaktivitat gewahrt, bestimmten wir die Restaktivitét auch 
nach der Willstdtter-Waldschmidt-Leitzschen Methode. 


In zwei getrennten Versuchen wurden je 10 cem einer 10 °%,igen 
tohtrypsiniésung (Merck) auf einem 10°,igen Ultrafilter mit 500 cem 
Wasser bzw. n/20 Ammoniak ausgewaschen, das Ammoniak durch 
Auswaschen mit Wasser entfernt und die Fliissigkeit zum SchluB 
auf ihr urspriingliches Volumen gebracht. Von beiden Ultrafilter- 
riickstanden wurden je 1 cem in der beschriebenen Weise auf 3°,ige 
Gelatinelésung wirken gelassen. Aciditatszuwachs: 0,27 bzw. 0,28 ccm 
0.2n KOH. Auf Grund unserer Eichtabelle entspricht dies 16 bis 17°, 
Restaktivitat (die Fuld-Grosssche Methode hatte 8°, ergeben). 


Durch obigen Versuch ist erwiesen, daB durch Auswaschen mit 
Wasser wie auch mit n/20 Ammoniak die gleiche Restaktivitat erreicht 
wird. Das Auswaschen mit verdiinntem Ammoniak hat den Vorteil, 
daB die entstehende Triibung in Lésung geht und eine Verstopfung 
der Poren verhindert wird. 


Es wurde nun versucht, durch saures Auswaschen die Restaktivitat 
zu entfernen: 0,1 g Rohtrypsin Merck wurde in 50cem n/100 HCl 
gelést und auf einer 7,5° igen Ultrafiltermembran filtriert; dann mit 
200 cem n/100 HC] ausgewaschen und schlieBlich mit so viel Wasser 
nachgespiilt, bis das Waschwasser mit AgNO, keine Triibung mehr 
gab. (Dauer der Ultrafiltration 12 Stunden.) Nach Auffiillen des 
Tiegelinhalts auf 10 ccm wurde seine tryptische Wirkung nach Fuld- 
Gross untersucht: 1,2cem gab mit 3ccm Caseinlésung vollkommene 
Verdauung. 

Da das Auswaschen mit reinem Wasser, ebenso wie mit n/20 
Ammoniak und n/100 Salzsdure, die gleiche Restaktivitdt im Ultrafilter- 
riickstand ergaben, so miissen wir schlieBen, daB ein Trypsinrest, ent- 
sprechend 16 bis 17°, der urspriinglichen Aktivitat, sehr fest an die 
Kinase gebunden oder von ihr adsorbiert ist. Da Waldschmidt-Leitz 
eine Kinase gewonnen hat, welcher jede tryptische Wirkung abging, 
so ist nicht anzunehmen, daB unserer Kinase eine geringe tryptische 
Wirkung zukommt. 


Zerstérung des Trypsins beim Altern. 


Wiederholt war uns aufgefallen, daB nach Vereinigung von Ultra- 
filtrat und Ultrafilterriickstand nicht immer die gleiche Erhéhung der 
enzymatischen Wirkung eintrat, ja, daB dieselbe mitunter ganz ausblieb. 
Da die Restaktivitat sich als konstant erwies, so muBten wir schlieBen, 
da8 das Ultrafiltrat, also das in ihm befindliche Trypsin, sich verandert 
hatte. Folgender Versuch bestatigte diese Annahme: 
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Eine 20°, ige Rohtrypsinlésung wurde ultrafiltriert; das Filtrat 


davon wurde mit einer ausgewaschenen Kinaselésung versetzt. Diese 


Mischung wurde auf 5cem 3°,ige Gelatinelésung + leem Puffer 
60 Minuten lang bei 30° einwirken gelassen. 2. und 3. waren behufs 
Aktivierung zuniachst 30 Minuten bei 30° belassen. 





Tryptische Wirkung, 


Kinase-Trypsinlésung mit Restaktivitat gemessen am Acidititszuwachs 


leem + 1eem Wasser | . ‘ 

: ; ™ 1.34 eem 0.2 
1 , +1 ,  Ultrafiltrat, 2’), Tage alt | 0,34cem 0,20 KOH 
i. +h « a 1 Tag alt 053 , On 


Somit war das Trypsin in 21. Tagen vollkommen zerstért, wahrend 
ausgewaschene Kinase, also auch das an der Kinase fester haftende 
Trypsin, mindestens 8 Tage lang die urspriingliche Aktivitaét beibehalt. 
Hieraus ergibt sich, daB das Enzym, welches in direkter Verbindung 
mit dem kolloiden, haltbaren Aktivator steht, also der nicht auswasch- 
bare Anteil, eine erheblich langere Lebensdauer hat, als das in un- 
gebundenem, auswaschbarem Zustande befindliche Enzym. 


Diese Ergebnisse diirfen als eine Erganzung betrachtet werden 
zu den Angaben von Waldschmidt-Leitz, der die Haltbarkeit der Kinase 
feststellte und zu den Forschungen von A. Fodor und seinen Mit- 
arbeitern', wonach ,,der Trager der Fermentwirkung, losgelést von der 
Hauptmasse des Proteins, sehr empfindlich und verginglich ist. 


Es sei betont, da8 stets in sterilen GefaBen gearbeitet wurde, dab 
die Trypsinlésung im Eisschrank aufbewahrt war und daB sie sich 
nach 2!., Tagen als vollkommen klar und geruchlos erwies, daB bakterielle 
Veranderung nicht in Frage kommt und die Abnahme der enzymatischen 
Kraft nur auf das Altern in Abwesenheit des Aktivators zuriickzufiihren ist. 


Albuminhemmung. 


Beim Auswaschen von Rohtrypsin auf dem Ultrafiltertiegel mit 
Wasser entsteht im Ultrafilterriickstand eine starke Triibung, die sich 
abzentrifugieren laBt. Sie diirfte identisch sein mit den Niederschlagen, 
welche Fricke, Fischer und Borchers (l.c.) bei der Elektrodialyse von 
Trypsin erhielten. Der Niederschlag gibt die Biuretreaktion und ist 
ein Protein, das bei alkalischer Reaktion léslich, bei neutraler und 
salzgsaurer Reaktion unléslich ist. Beim Auswaschen der Rohtrypsin- 
lésung von pa = 5,5 wird der Tiegelinhalt neutral und jener EiweiB- 
kérper fallt aus. 


1 A. Fodor, A. Bernjeld und R. Schénfeld, Kolloidzeitschr. 37, 32 bis 37, 
159 bis 168, 1925. 
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Dieses Protein hemmt die enzymatische Wirkung des nach dem 
Auswaschen der Rohtrypsinlésung im Ultrafilter verbleibenden Ktnase- 
Trypsinkomplexes; denn nach dem Abzentrifugieren der Triibung 
waren nur mehr 0,6 ccm nétig gegeniiber 1,2 cem der proteinhaltigen 
Lésung, um denselben Verdauungseffekt (nach Fuld-Gross) zu erzielen. 

Da nach Entfernung der Proteinkérper aus der Driisensubstanz 
die enzymatische Wirkung des ausgewaschenen Kinase-Trypsinkomplexes 
stieg, war es von Bedeutung, festzustellen, ob durch weiteren Zusatz 
eines Proteins eine noch starkere Hemmung der tryptischen Wirkung 
auftrat. 

Der folgende Versuch zeigt, daB die an den Kinase-Trypsinkomplex 
gebundene Restaktivitat durch Zusatz von _ elektroultrafiltriertem 
Albumin nicht beeinfluBt wurde. 

1,.2cem ausgewaschene Kinase-Trypsinlésung (Rest- 

aktivitat) . 
1,2 ,, ausgewaschene Kinase-Trypsinlésung + 0,025 ¢ 
Albumin (nach Fuld-Gross) 

Da 1,2cem ausgewaschene Kinase-Trypsinlésung 0,03 g Trocken- 
substanz enthalten, die nur zum Teil aus Proteinen besteht, so wurde 
durch den Zusatz des Albumins der Proteingehalt etwa verdoppelt. 
Somit geniigte der aus der Driisensubstanz stammende Proteingehalt, 
um die Aktivitaét bis auf eine bestimmte Grenze herabzumindern, und 
der Zusatz von Albumin war wirkungslos. 

Hingegen sank die enzymatische Wirkung des Rohtrypsins nach 
Albuminzusatz betrdchtlich'. Zur Ausfiihrung des Versuchs gingen wir 
von einer 1 °,igen Rohtrypsinlésung aus. Zu je 25 cem dieser Lésung 
wurde in steigenden Mengen Albumin hinzugesetzt. Bei dem Ver- 
mischen entstand ein Niederschlag, der durch Neutralisation mit 
Sodalésung in Lésung ging. Ein Verdauungsversuch nach Fuld-Gross 
ergab folgendes Resultat : 





Komplette Lésung 


25cem 1%iges Rohtrypsin + 0,1 g Albumin... . 0.5 ecm 
. a a “ + 0,25 ¢ se 05 . 
a 2 - +01 ¢ o Nieder- 

schlag von der Lésung abzentrifugiert ..... . 03 , 
1% iges Rohtrypsin ohne Zusatz .......... 0,09 ,, 


Nach Zugabe von 0,1 g Albumin zum Rohtrypsin tritt also eine 
Hemmung ein, die auch durch Zugabe von mehr als der doppelten 


1 Vgl. auch EZ. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 147, 
286, 1925. 
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Menge Albumin nicht weiter erhéht wird. Wie bei der ausgewaschenen 
Kinase-Trypsinlésung durch Abzentrifugieren des proteinartigen 
Kérpers die enzymatische Wirkung erhéht wurde, so konnte auch hier 
nach Entfernen des Albuminniederschlags eine Steigerung der trypti- 
schen Wirkung erzielt werden. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB offenbar eine quantitative 
Beziehung besteht zwischen Trypsin-Kinase und Protein, welches die 
Enzymwirkung hemmt. 

Wie schon friiher gezeigt, wird bei der Ultrafiltration die kolloide 
Kinase vollkommen, das Trypsin nur teilweise zuriickgehaiten. Dieser 
Umstand deutet darauf hin, daB in der angewandten Rohtrypsinlésung 
neben freiem auswaschbarem Trypsin noch solches vorhanden ist, 
das in engerer Beziehung zur Kinase steht und von dieser festgehalten 
wird. DaB jedoch die Bindung von Enzym und Aktivator noch sehr 
locker ist, geht aus den Versuchen von 2. Waldschmidt-Leitz' hervor, 
dem es gelungen ist, mittels seiner Adsorptionsmethode beide voll- 
standig zu trennen, also Kinase wie auch Enzym frei von jeder enzymati- 
schen Wirkung auf Proteine zu erhalten. 

Die Frage, ob die Hemmung durch Adsorption des Trypsins an 
Albumin bedingt ist, oder ob, wie E. Waldschmidt-Leitz annimmt, nur 
eine ,,Blockierung‘ des Trypsins vorliegt, lieB sich durch unsere Methode 
entscheiden. 

Der Nachweis einer Adsorption wire erbracht, wenn das Ultra- 
filtrat eines Trypsin-Albumingemisches sich nach Vereinigung mit der 
ausgewaschenen Kinase als véllig inaktiv erwies, also keine Steigerung 
der Restaktivitaét bewirkte. 

Zu diesem Zwecke wurde Albumin einmal zum Rohtrypsiv, das 
andere Mal zum Ultrafiltrat einer Trypsinlésung gegeben und die 
Mischungen ultrafiltriert. 

10 cem 0,5°%,ige Rohtrypsinlésung mit einem Gehalt von 2.5°, 
Albumin wurden ultrafiltriert. Nach 3cem Vorlauf wurde der Rest 
aufgefangen. 5 ccm dieses Ultrafiltrats wurden zu 5 ccm ausgewaschener 
Kinaselésung gegeben und nach Fuld-Gross die enzymatische Wirkung 
der Mischung bestimmt. Komplette Lésung mit 0,7 ccm, entsprechend 
einem Gehalt von 0,35 cem ausgewaschener Kinaselésung (schwacher 
tryptischer Effekt), und 0,35cem Ultrafiltrat (keine Wirkung auf 
Casein). Demnach war durch kombinierte Wirkung beider Bestandteile 
eine Erhéhung der Aktivitdt eingetreten, also das Ultrafiltrat war enzym- 
haltig. Die Trennung des Trypsins vom Albumin gelang durch Ulira- 
filtration trotz Anwesenheit von Kinase. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 221, 1925. 








~~ tee et 


— 





n 
u 











Trennung von Trypsin und Enterokinase durch Ultrafiltration. 11 


Im folgenden Versuch wurde zu je 20 cem Ultrafiltrat einer 0,5 °,igen 
Trypsinlésung (die Kinase ist also abgetrennt) gegeben: 20, 2.5 und 
0,.25cem 2,5°%iger Albuminlésung. Jede der Lésungen wurde auf 
40 ccm aufgefiillt und ultrafiltriert. Je 5 cem des Ultrafiltrats wurden 
mit 5ecm ausgewaschener Kinaselésung versetzt und das Gemisch 
nach Fuld-Gross gepriift. Bei allen kompletten Lésungen mit 0,7 cem 
der Mischungen. 

Hieraus ergibt sich, daB unabhdngig von der zugesetzten Albumin- 
menge das Enzym abfiltriert werden kann, gleichviel ob Kinase anwesend 
ist oder nicht. Demnach haben sich Enzym und Albumin nicht zu einem 
festen Komplex vereinigt. Die Annahme, daB sich das Albumin nur 
zwischen Kinase und Enzym schiebt, ist somit bestdtigt (vgl. auch 8. 17). 


Bestdtigung der Ergebnisse an einem anderen Trypsinprdparat, 

Die vorausgehenden Versuche waren samtlich an einem Trypsin- 
praparat von Merck gewonnen. Um festzustellen, ob sie auch fiir andere 
Trypsinpraparate Giiltigkeit haben, untersuchten wir ein weiteres 
Praparat von Merck, jedoch anderer Provenienz; wir wollen es Roh- 
trypsin (Merck) Nr. 2 nennen. 

| 
Rohtrypsin (Merck) Nr. 2. 
Eigenschaften: Lést sich nur teilweise in Wasser, mit hellgelber 
Farbe ; auch in verdiinnten Alkalien ist die Léslichkeit nicht verbessert. 
Pu der Lésung = 6,0 
Aschegehalt des Rohtrypsins (bei 107° getrocknet). . . . . . . 7,3% 
Ultrafilterriickstandes nach dem Auswaschen 0,3° 

Die im folgenden gemachten Angaben iiber die Enzymwirkung 

sind simtlich nach Willstdtter- Waldschmidt- Leitz. 


Aktivitat des Rohtrypsins (Merck) Nr. 2. 
leem 10°%,iger Lésung: Aciditaétszuwachs 0,78 cem 0,2n KOH. 


Restaktivitat. 


10 cem 10°,iger Rohtrypsinlésung (Merck) Nr. 2 wurden auf 10°,igem 
Ultrafilter mit 500 ccm n/20 Ammoniak, dann mit 100ccm Wasser ge- 
waschen; schlieBlich wurde der Tiegelinhalt wieder auf 10 ccm aufgefiillt. 


Aktivitat des Ultrafilterriickstandes, 


leem: Aciditétszuwachs 0,45 ccm 0,2n KOH. 


Der Trockenriickstand des ausgewaschenen Ultrafilterinhalts (bei 107° 
getrocknet) betrug 3,56°, des angewandten Rohtrypsins; EiweiBreaktion 
stark positiv; Reaktion mit Fehlingscher Lésung negativ (das Rohtrypsin 
Merck Nr. 2 zeigte ebenso wie das friihere Praparat positive Fehlingsche 
Reaktion). 
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Reaktivierung durch Mischung von Ultrafiltrat und Ultrafilterriickstand 

50 ccm 10°, iger Trypsinlésung wurden durch eine 10°,ige Ultra- 
filtermembran filtriert. 15 ¢cem Vorlauf wurden verworfen. Dann 
wurde 1 ccm Ultrafiltrat gemischt mit 1 ccm ausgewaschenem Filter. 
riickstand. 

Aciditatszuwachs: 0,70 com 0.2n KOH. 

Da der Versuch so rasch durchgefiihrt wurde, daB eine Veranderung 
des Trypsins ausgeschlossen ist, so ist die kleine Abnahme an Aciditats- 
zuwachs (0,70 statt 0,78) wohl auf Adsorption von Trypsin in der 
Membran zuriickzufiihren. 

Es war jedoch durch Mischung der beiden Bestandteile fast voll- 
kommene Reaktivierung erzielt. 


Trypsin im Ultrafiltrat. 

Auch an diesem Praparat wurde die enzymatische Wirkung des 
(Casein und Gelatine nicht spaltenden) Ultrafiltrats auf Pepton als 
Substrat gepriift : 

1. Aktivitat des Rohtrypsins: leem 10°,iger Rohtrypsinlésung 
wurden auf Pepton wirken gelassen; Aciditatszuwachs 0,32 ccm 
0.2n KOH. 

2. Aktivitét des Ultrafiltrats: 1 cem Ultrafiltrat einer 10 °,igen 
Trypsinlésung wurden auf Pepton wirken gelassen; Aciditatszuwachs 
0,07 cern 0.2 n KOH. 

Nach Abtrennung der Kinase (Ultrafilterriickstand) vom Enzym 
(Ultrafiltrat) war die tryptische Wirkung des Ultrafiltrats erwartungs- 
gemaB gesunken, entsprechend den Angaben von £. Waldschmidt- Leitz, 
daB aktiviertes Trypsin eine héhere Aktivitét auf Pepton besitzt als 
das Enzym allein. 


Kinase passiert bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion die eiweifdicht¢ 
Membran, wenn zur Neutralisation KOH benutzt wird. 


20 cem 20° iger Rohtrypsinlésung wurden mit n KOH lackmus- 
neutral gemacht und auf einem 10% igen Ultrafilter filtriert. Nach 
10 cem Vorlauf wurde von den nachsten 5 ccm Ultrafiltrat die enzyma- 
tische Wirkung gepriift. 1 ccm ergab (auf Gelatine als Substrat) Acidi- 
titszuwachs von 0,8 ccm 0,.2n KOH. 

Das Ultrafiltrat zeigte starke Aktivitat auf Gelatine, demnach 
muB neben dem Trypsin auch die Kinase das Ultrafilter passiert haben. 
Die Membran wurde nach dem Versuch auf ihre Durchlassigkeit unter- 
sucht; sie war vollkommen eiweiBdicht. 


a 
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In gleicher Weise wurden 20cem 20°,iger Trypsiniésung mit 
n Ammoniak neutralisiert und die neutrale Lésung ultrafiltriert. 
Das Ultrafiltrat zeigte keine enzymatische Wirkung. 

In zwei weiteren Versuchen wurden je 10 ccm 20° ,iger Trypsin- 
ljésung einmal mit n/l KOH, das andere Mal mit n/l1 NH,OH schwach 
alkalisch gemacht (rotes Lackmuspapier wurde gerade geblaut) und 
ultrafiltriert. Die Filtrate wurden auf eine 0,1 °,ige Caseinlésung bei 
37° wirken gelassen. 

Ultvafiltvat + KOH ......2.-.2.2.. ~. aktiv 
» tt! , era i 


(Nach 18 Stunden im Brutschrank konnte nach Zusatz von Sulfo- 
salicylsiure das unverdaute Casein ausgefallt werden.) 


Dieselben Verhaltnisse fanden wir auch beim Albumin. 


Je 20cem 2°%,iger Albuminlésung wurden einmal mit n/l KOH, 
das andere Ma] mit n/l NH,OH lackmusneutral gemacht'. 


Ultrafiltrat + KOH ....... . . eiweiB’haltig 
- +NH,OH....... . kein Eiwei8 


Beide Ultrafilter wurden vorher auf ihre Durchlissigkeit untersucht. 
Diese Ergebnisse erinnern an die Dispersitatserhéhung. welche O. Risse 
bei der Ultrafiltration von Globulin, Albumin und Hamoglobin bei 
Erhéhung des py iiber den isoelektrischen Punkt fand. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB die Teilchenverkleinerung 
nicht nur durch die neutrale oder schwach alkalische Reaktion 
bedingt ist, sie beruht vielmehr auf der spezifischen Wirkung des 
Kations, wie wir hier gesehen haben, des Kaliums. 


Zusammenhang der fritheren Untersuchungen mit den unsrigen. 


Aus den hier mitgeteilten Ergebnissen zeigt sich, daB jede Trennung 
von Trypsin durch eine Membran, sei es durch Dialyse, sei es durch 
Ultrafiltration, zu einer Schwachung oder Vernichtung der verdauenden 
Wirkung fiithren muB, auch dann, wenn sie nicht durch Alterung herbei- 
gefiihrt ist, da Trypsin und Kinase getrennt werden. Die Mehrzah] 
der Forscher hat diese Méglichkeit der Trennung von Trypsin und 
Kinase teils nicht gekannt, teils nicht beriicksichtigt, woraus sich viele 
Unklarheiten ergeben. 

Zieht man die mangelhafte Versuchs- und Priifungstechnik in 
Rechnung, so hat F. Strada bereits im Jahre 1908 Feststellungen 


1 Pfliigers Arch. 212, 375 ff., 1926. 
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gemacht, die weitgehend durch unsere Versuche eine Erklarung finden 
Er stellte geringe Aktivitat des Filtrats von aktiviertem, frischem 
Pankreassaft durch Kollodiumsackchen fest. Eine reinliche Trennung 
von Trypsin und Kinase ist ihm somit nicht gegliickt, wohl aber eine 
teilweise. Durch Zusatz von Kinase konnte er die Aktivitat des Filtrats 
steigern und durch den Inhalt des Kollodiumsackchens inaktives 
Pankreassekret aktivieren. Auch muBte ihm bei der primitiven Versuchs- 
technik eine Restaktivitét entgehen. 


Die Ergebnisse von Schaeffer und Terroine erfahren bereits durch 
Waldschmidt-Leitz' eine Kritik; letzterer nimmt an, daB durch Dialyse 
keine Trennung der Komponenten Erepsin und Trypsin erzielt werde 
Nach unseren Versuchsresultaten laBt sich die von Schaeffer und 
Terroine beobachtete Herabminderung der Aktivitét des Trypsins 
im Dialysierschlauch auch dadurch erkliéren, daB das Enzym die 
Membran passiert. 

Die Dialyseergebnisse von Waldschmidt-Leitz decken sich mit 
unseren Ultrafiltrationsergebnissen; er findet, daB die Kinase nicht 
dialysiert und daB das Dialysat unwirksam ist. Das Trypsin diirfte 
nach unseren Erfahrungen die Membran passiert haben und im AuBen- 
wasser zerstért worden sein. 

Sehr viel gréBere Schwierigkeit bietet die Deutung der Ergebnisse 
von Fricke und seinen Mitarbeitern. Filtriert er Trypsinlésung durch 
ein? 10°%,ige Membran, so ist im Ultrafiltrat keine proteolytische 
Wirkung feststeiJbar. Das ist nicht iiberraschend, denn es passiert 
nur Trypsin ohne Aktivator. Ungemein iiberraschend ist jedoch die 
Feststellung, daB unter Einwirkung einer elektrischen Spannung 
offenbar auch Kinase eine dichte Membran durchdringt. Auch unsere 
Beobachtung, da8 bei neutraler und KO H-alkalischer Reaktion Kinase 
eine eiweiBdichte Membran passiert, reicht fiir die Erklarung nicht aus, 
denn die proteolytische Wirkung wurde auf der anodischen Seite fest- 
gestellt, also auf der Seite, auf welcher sich Saure bildet. Auch die 
Beriicksichtigung des Bethe-Toropoffschen Phanomens wiirde keine 
Erklarung bieten, denn danach ist alkalische Reaktion nur auf der 
AuBenseite der Membran, wahrend auf der Innenseite, wo das Ferment 
+- Aktivator in die Membran eintritt, ebenfalls saure Reaktion herrscht. 
Eine gewisse qualitative Analogie bietet eine Beobachtung von Bechhold 
und Rosenberg?. Bei der Elektro-Ultrafiltration von Gelatine fanden 
sie, daB in einem Potentialgefalle Gelatine durch ein Ultrafilter passierte, 
das sonst nur bei Unterdruck Gelatine durehlieB. Quantitativ ist 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 147, 286ff. 
2 Diese Zeitschr. 157, 90, 1925. 
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allerdings der Unterschied gegeniiber den Trypsinversuchen von 
Fricke erheblich. Wir befinden uns somit hier noch vor einem Problem, 
dessen Lésung vielleicht bedeutsam fiir das Fermentproblem im all- 
gemeinen werden kann. 


Zusammenfassende Darstellung unserer Ergebnisse. 


Bei der Ultrafiltration von Trypsin (Merck)-Lésungen gelang es 
uns, Trypsin von Enterokinase zu trennen. Die Kinase wird bereits 
von einer 4°,igen Eisessigkollodiummembran vollkommen zuriick- 
gehalten, wahrend das Trypsin noch eine 10°%,ige Membran passiert. 
Durch Vereinigung von Ultrafiltrat und Riickstand wird volle Reaktivierung 
erzielt. Daraus miissen wir schlieBen, daB die Kinaseteilchen gréBer 
als die von Albumin und Hamoglobin sind und in ihren Dimensionen 
etwa den Glutinteilchen entsprechen diirften. Trypsin hingegen ist auBerst 
feindispers; es steht an der Grenze der Semikolloide, wenn es nicht gar 
kristalloid ist. 

Durch Neutralisation mit Kalilauge oder bei schwacher Alkalitat 
erfihrt die Kinase eine Dispersitdtserhéhung, so daB sie eine eiweif- 
dichte Membran passiert. Diese Dispersitaétserhéhung ist aber nicht 
nur bedingt durch die OH-lonen, denn Alkalisierung mit Ammoniak 
hat nicht den gleichen Erfolg. 

Bei der Zerlegung einer Trypsinlésung durch Ultrafiltration gehen 
die Salze, EiweiBabbauprodukte und dergleichen mit dem Trypsin 
durch das Ultrafilter. Die Kinase ist somit frei von Asche (0%, 
bzw. 0,3°,), Kohlehydraten und Proteinabbauprodukten; die héheren 
Proteine mit der Kinase bleiben im Filter zuriick. Die Gewichtsmenge 
Kinase + Proteine betragt 2,8°, des Rohtrypsins. Da sich noch ein 
Teil der Proteine abzentrifugieren laBt, so ist der gesamte Kinasegehalt 
im Rohtrypsin weit weniger als 2,8 Gewichtsprozent des Rohtrypsins. 

Bei der Trennung von Kinase und Trypsin durch Ultrafiltration 
ist das Ultrafiltrat (das Trypsin) vollkommen inaktiv fiir Proteine, 
wahrend bei der Kinase eine Restaktivitdt von rund 16°, verbleibt. Diese 
Restaktivitat kann weder durch erschépfendes Auswaschen mit Wasser, 
noch mit n/20 Ammoniak, noch mit n/100 Salzsdure herabgedriickt werden. 

Wahrend das Trypsin in 21, Tagen vollkommen zerstért wird, 
behalt die Kinase ihre volle Wirksamkeit mindestens 8 Tage lang bei; 
auch die Restaktivitdét, also der (an die Kinase oder die bei ihr befind- 
lichen Proteine) gebundene Teil des Trypsins, verliert seine Aktivitdt in 
8 Tagen nicht, ist geschiitzt. 

Die Gegenwart von Proteinen hemmt die tryptische Wirkung. Zusatz 
von Albumin verstirkt die Hemmung, Entfernung desselben hebt sie 
wieder auf (das Albumin konnte durch Ultrafiltration von Trypsin 
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getrennt werden). Diese tryptische Wirkung kann aber durch Albumin 
nicht weiter herabgesetzt werden als bis etwa auf die Hohe der ,, Restak- 
tivitdt’’, also bis auf rund 16%. Auch die Restaktivitat selbst laBt 
sich durch Albuminzusatz nicht weiter vermindern. Somit  besteht 
kein dynamisches Gleichgewicht zwischen Kinase und Trypsin, sondern 
ein Teil des Trypsins ist fret und kann durch Ultrafiltration entfernt 
werden, ein anderer kleiner Bruchteil (rund 16°) ist fest verankert an 
die Kinase und kann weder durch Ultrafiltration noch durch Albumin 
gelockert werden. 

Es ist nicht leicht, sich eine Vorstellung dariiber zu machen, welche 
Ursachen diesem eigenartigen Verhalten zugrunde liegen, denn man kann 
doch nicht gut zwei Arten Trypsin annehmen, von denen die eine sich fest, 
die andere locker bindet. Folgende Analogie aber kénnte vielleicht 
als Leitgedanke fiir die Priifung des Problems dienen: Aus Unter- 
suchungen am ,,Institut fiir Kolloidforschung* ergab sich, daB manche 
Schwermetallsalze mit Albumin Verbindungen eingehen, die sich 
aiuBerst leicht spalten und bei denen das Metallsalz auf dem Ultrafilter 
aus der Metallsalz-Albuminverbindung herausgewaschen werden kann, 
so daB auf dem Filter Albumin verbleibt, wihrend das Metallsalz sich 
im Ultrafiltrat wiederfindet. Ist nun das Metallsalz, wie z. B. das Eisen- 
chlorid, leicht hydrolysierbar und ist das Metallhydroxyd kolloid, so 
verbleibt auf dem Ultrafilter bei gleichmaBiger Arbeitsweise beim 
Auswaschen ein Albumin mit konstantem Metallhydroxydgehalt 
(Albumin-Eisenhydroxyd). Auf den vorliegenden Fall iibertragen, wiirde 
das heiBen: Der Kinase-Trypsinkomplex wird beim Auswaschen auf 
dem Ultrafilter gespalten; dabei geht ein Teil des Trypsins in eine gréber 
disperse Form iiber, die von der Kinase oder dem Protein adsorbiert 
wird. Wir brauchen kaum zu wiederholen, daB dies nur eine Arbeits- 
hypothese ist. 

Aber noch eine zweite Erklérungsméglichkeit fiir die Restaktivitdt 
besteht: Wenn Protein die tryptische Wirkung des Kinase-Trypsin- 
komplexes hemmt, so hei®t das, anders ausgedriickt: Die tryptisch 
wirksamen Gruppen werden von Protein adsorbiert. Wenn an der 
Kinase des Ultrafilterriickstandes rund 16°, Restaktivitat verbleiben, 
die nicht entfernbar sind, so heiBt das: Dieser Anteil Trypsin ist so 
an den kolloiden Anteil (Kinase) verankert, daB die tryptischen Gruppen 
frei bleiben. Anders ausgedriickt: Man kénnte sich vorstellen, dab 
das Trypsin zwei Arten adsorbierbarer chemischer Gruppen besitzt : 
ein Teil des Trypsins ist an seinen tryptischen Gruppen adsorbiert, 
denn Albumin und Trypsin lassen sich durch Ultrafiltration trennen; 
dieser Komplex ist sehr leicht spaltbar. Derjenige Anteil des Trypsins 
aber, welcher an seinen nichttryptischen Gruppen adsorbiert ist, ist 
sehr fest gebunden. 
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SchlieBlich konnten wir eine Entscheidung dariiber treffen, ob 
die Hemmung der tryptischen Wirkung durch Adsorption des Trypsins 
an Albumin bedingt ist oder ob eine ,, Blockierung™ des Trypsins vorliegt. 
Wie schon oben dargelegt, tritt zwischen Albumin und Enzym keine 
feste Bindung ein, das Albumin hindert offenbar dadurch die tryptische 
Wirkung, daB es sich zwischen Kinase und Enzym schiebt. 

Die Méglichkeit zur Durchfiihrung dieser Untersuchung verdanken 
wir der Unterstiitzung der ...Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschajt’*, 
sowie der ,,Liebig-Stipendienstiftung; beiden méchten wir unseren 
warmsten Dank zum Ausdruck bringen. Auch Herrn Dr. H. Karplus 
danken wir fiir manchen guten Ratschlag, der zum Erfolg der Arbeit 
fiihrte. 
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Der Fermentgehalt ruhender Weizensamen. 


Von 


A. Oparin und N. Pospelowa. 
(Aus dem Karpow-Institut fiir Chemie, Moskau.) 
(Eingegangen am &. Juli 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die Arbeiten einer Reihe von Autoren (1) ist seit langem 
festgestellt worden, daB die ruhenden Samen der verschiedensten 
Pflanzen eine gewisse, verhaltnismaBig geringe Menge von Fermenten 
enthalten. Diese Fermentmengen sind iiberaus unbestandig, und die 
von verschiedenen Autoren fiir ein- und dieselbe Samensorte ermittelten 
Werte stimmen fast nie tiberein. 

Es war von Interesse zu ermitteln, ob der Fermentgehalt der 
ruhenden Samen nur von der Pflanzenspezies und Sorte abhangt, 
oder ob auch anderweitige Faktoren hier mitspielen kénnen. 

Die von A. Bach, A. Oparin und R. Wahner (2) an reifenden Samen 
ausgefiihrten Bestimmungen haben erwiesen, daB der Gehalt der Samen 
an aktiven Fermenten nicht von vornherein seinen Endwert erreicht. 
Im Laufe der Reifung nimmt die Fermentmenge erst bedeutend zu, 
erreicht dann ein gewisses Maximum und fallt wieder ab, um bei der 
villigen Reife auf einem gewissen, fiir die ruhenden Samen kenn- 
zeichnenden Werte stehenzubleiben. Diese Erscheinung kommt dadurch 
gustande, daB sich bei der Samenreifung zwei in entgegengesetzter 
Richtung verlaufende Vorginge kreuzen: die Neubildung der Fer- 
mente und deren Inaktivierung durch Verwandlung in Zymogene. 
Die Analysen geben nur von der Menge der aktiven Fermente eine 
Vorstellung, wahrend die Zymogene sich der Bestimmung entziehen. 
Aus diesem Grunde stellen wir bei der Fermentbestimmung in ruhenden 
Samen lediglich fest, welche Fermentmenge zum Zeitpunkt der vélligen 
Reife noch nicht zum Ubergang in Zymogene gekommen ist. Es konnte 
a priori vermutet werden, daB dieser Wert in bedeutendem MaBe von 
den éuBeren Bedingungen abhingt, unter denen sich der Reifungs- 
prozeB vollzogen hat. . 
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Die nachstehenden Bestimmungen beweisen die Richtigkeit dieser 
Voraussetzung. 

Es sind 26 verschiedene Sorten von Winterweizen reiner Linien 
aus den Ernten der Jahre 1925, 1924, 1923, 1922 und 1921 untersucht 
worden. Alle Samen haben wir aus der Schatilowschen landwirtschaft- 
lichen Bezirkstation erhalten. 


Tabelle I. 


Kurze Charakteristik der untersuchten Weizensorten. 





Beginn 

Nr. der er 
Weizen- Botanische Merkmale Varietat Ahren- 
sorten bildung 

1926 
03 Rote Ahre, Granne, rotkérnig Trit. vulg. v.ferrugineum 16. VI 
051 Weibe , ohne Granne, rotkornig . . « lutescens 24. VI 
093 Rote , a‘ _ weibkornig ,, » » alborubrum = 23. VL 
099 7 . . ‘ - . . = ‘ 24. VI 
0101 e 9 . ° 8 - +e = » 23. VI. 
ee ee Se : nega Te 4 23. VI. 
0106 - - “ a “ “ es ~ 23. VI. 
0108 _ - a i. a ss  < a 23. VI 
0110 = . = = - se a 23. VI 
0127 " ‘ ‘ . z e ~~ = 24. VI 
0128 . ‘ . “ ae . a: bet ” 24. VI 
0130 i * na rotkornig " » » milturum 23. VI 
0140 e se * - weibkérnig , . « alborubrum 23. VI 
0141 Weibe , Gyranne, rotkérnig ® » «» erythrosperm. 23. VI 
0143 Rote ., ohne Granne, weibkérnig , » » alborubrum 24. VI 
0145 . a “ . a 2 a lia in 24. VI 
0171 Weibe , Granne, rotkérnig ~ » » erythrosperm. 23. VI 
0184 ‘ ao a ‘ i ~ » graecum 21. VI 
0209 Rote , u a ke . « ferrugineum 23. VI 
0274 Weibe , weibkornig . ~  » graecum 21. VI 
0338 Rote , e rotkornig ‘ . «» ferrugineum 23. VI 
0410 Weibe , « e e » » erythrosperm. 19. VI 
0413 Rote , ” ‘ an . «» ferrugineum 18. Vi 
0424 Weibe , - - » » erythrosperm. 22. VI 
0437 f] ‘ < = ¥ aw a 23. VI 


Die Mehrzahl dieser Linien wurde aus den der Station gehérenden 
oder aus benachbarten Aussaaten von hiesigem Winterweizen heran- 
geziichtet. 


Gesit wurde am 16. bis 30. August, in den einzelnen Jahren an ver- 
schiedenen Tagen, in jedem Jahre aber fiir alle Linien zur gleichen Zeit. 
Durch den Zeitpunkt der Ahrenbildung im Jahre 1926 werden die Sorten 
Nr. 03, 410, 413 als schnellreifend gekennzeichnet. Da dieses Merkmal 
sich gut vererbt, bleibt das Verhaltnis zwischen den Linien in den ver- 
schiedenen Jahren das gleiche. Alle Sorten wurden unter den gleichen 
Bedingungen aufbewahrt; trotzdem haben einige Weizensorten ihre Keim- 
fahigkeit vollstaéndig eingebiiBt, waihrend bei anderen Sorten die Keim- 
fahigkeit auf 50 bis 60°% erhalten blieb. 


o* 
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Tabell: II. 
Fermentgehalt der ruhenden Weizey sar 
Katalase Peroxydase 
i : = Sa 
1925 | 1924 1923 1922 | 1921 anon. 1925 1924 1923 1922 | 1921 es - 10 
038 945 98,0 62,0 91,0 79.0 849 1725 155.0 92.0) 840 945 1194 14 
051 1094 1159 - 105.9 73.5 101.2 1356 137.6 - 67.5 64,7 101.3 BY 
093 103.5 111.5 120.0 117.5 99,5 1104 245.0 141.5 2685 200.5 207.5 2124 3. 
099 76,0 111,2 75,2 85.5 $869 1166 147.6 1565. - 144.0 1412 ¢ 
0101 65,5 84.5 745 84,5! 68,5 755 192.5 200.0 220.0 176.0 204.0 1985 3 
0103. «69.2 103.0 88.0 77.3; 72,0 819 171.5 2082 211,7 137.3 172,5 1802 1 
0106 «4944 1013 709 89.7 891 1724 183.0 2110 — 13815 1745 BY 
0108 56.5 87,1 845 81,0! 765 77.1 | 170,0 2345 185,0 | 143.0 137.5 1740 12 
0110 456 60.6 721 68.2) 53,0 4699 1220 169.0 1645 133.9 45,7 27.0 
0127 605 > 80.0) 640 505! 59.0 628 181.0 202.0 150.0! 127.5 151.5 1624 33 
0128 768 107.7 — 70.9| 51,1 766 1124 1373 - 65,3 110,38 1063 39 
0130) «835 905 661 755 5438 740 1865 1885 210.0! 1805 > 156,0 1843 25 
0140 43,7 642) 484 51,9! 625 45417 1306 1725 1230/1243 1429 13846 31 
0141 854 1038.8 105.9 - |117,0 1030 206.7 2114 2103 — 2184 2114 
0143 447.6) 721) 798 65.2) 569 643 1313 1663 159.7 125.4 1151 1394 34 
0145 +448.0 666 580 585) 531 4568 | 142.1 | 185.6 154.1) 90,7, 9385 1330 24 
0171  105,3 | 188.3; 98,2, — | 99,2 110,2 99,8 133,38 120.2) — 1080 1153 = 
0184 69,7 851! 95.8) 784) 712 800 1391 167.4 1324 927 965 125.6 ; 
0209 74,2 893) 866 1029 808 867 183.2 1841 161.9 892 1539 1544 31 
0274 124.2 125,2 108.5, 88,9 111,7 , 221.2 239,9 - | 187,6 | 2249 2234 52 
0338 «4660.8 91.5) 724 1088 75,7 818 | 1681 1984 1459 169.1 201.5 1766 24 
0410) 895 729 77,6! 58,8 52,7 703 169.4 178.1 152.6 192.0 182.7 1749 78 
0413 1245 123.2 107.8 1148 901 112.2 105,90 180.0 167,6' 125.8 145.7 1444 99 
0424) 93.1 1081) — 96,.2' 97,0 986 1846 2196 — |1988 2086 2016 
0437 +67,.7 1084) 964; 90.2 91,0 90.7 | 245.8 268.3 225.8) 169,5 170.7 2160 34 
0287 107,7 1154 — /|101,9 668 7.2 210.7 | 224.6 — | 209,0 | 226.6 217.7 38 


Tabelle III. 


Differenzen zwischen den arithmetischen Mittelwerten und den Versuchsergebnissen, § ents 








Nr. 


03 
051 
093 
099 

0101 
0103 
0106 
0108 
0110 


Katalase 
“1925 | «(1924 | 1923 
+ 96 + 13,1 | — 22,9 
+ 82 + 14,7 —- 
— 69 + 1,1)/+ 9,6 
—10,.9 + 24,3) — 11,7 
—10.0 + 90 — 1.0 
12.7 +21,1'+ 6,1 
+ 53 + 12,2;—18,2 
— 206 +100 + 74 
—143 + 0,7) + 12,2 


1922 


+ 6,1 
+ 4,7 
+ 7,1 


+ 9.0 


4,6 


+ 3,9 


+ 83 








19 1 19 
mm f 
aw Do PM 
1 
98 
= 
if ] 
43.' 1 
36.5 
— 81,3 


Peroxydase 
1925 1924 1923 1922 
+ 52.9 + 35,4, — 27,6 — 35,6 
+343 + 36,3 — — 33,8 
+ 324 —71,1' + 55,9 —412,1 
—246 + 64)'4+ 153 “= 
60 + 1,5 215 — 22,5 
+ 87 + 28,0) + 31,5) — 42,9 
— 21 + 85) + 365 _ 
- 40 +605) 4+ 11,0 —31,0 - 
— 50) + 42.0!) + 375\+ 69 
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samen in den verschiedenen Jahren. 


Fermentgehalt ruhender Weizensamen. 








1925 


14,8 
30,2 
34,2 
G8 
30.0 
13.8 
30.3 
13,8 


33,7 
32,4 
25.1 
31.6 


34,2 


29,9 


BEES 
Swocos) ' 


34.0 
38,0 


Il, 


entsprechend der jahrlichen Abweichung vom Mittelwert 


1924 


18.5 
29.5 
26,8 
44.5 
35,2 
28,6 
39,9 
17,2 
22,1 
36,5 
28,5 


34,6 


39,2 
28,4 
31,9 
36,4 
27,4 
56,6 
31,9 
34,0 
32,4 


Amylase 
1923 1922 
16,1 18.4 

— 23.7 
43.0 39.0 
71,3 
40.7 | 28,2 
34.8 21.0 
51.7 
16,0 — 
31,5 18.8 

— 30,4 
24.4 6,2 
50,2 | 293 
44.2 | 245 
41,0 | 26,0 
33.0 | 15.8 

_ 22.2 
30.0 18.3 
70,6 | 47,4 
16,9 | 23.6 
36,6 | 26,1 

- 22,0 


1921 


20.0 
28.6 
45.8 
39.8 
38,1 


41,4 


26.9 


25,1 
34.6 
59 


29,4 


36,1 
32.0 
27,3 
34,0 
25.6 
46,7 
25.9 
47,4 
39,0 


Arithm. 
Mittelw 


176 
28.0 


oy 


oid 
488 
344 
245 
408 
185 


26,3 
33,5 
18,0 
35,0 


35,6 
314 


27,9 
36,3 
25,2 
59,9 
25,6 
35,6 
32,8 


1925 


37 
47 
42 
47 
32 


30 


16 


31 
48 
39 
37 
15 


31 


Von 50 Samen sind gekeimt 


1924 


50 
25 
49 
48 
BO 
49 
45 
49 
49 
45 
50 
50 
49 
43 
49 
45 
47 
50 
48 
48 
50 
45 
50 
50 
50 
49 


1923 
47 


28 
28 
39 
38 
24 
42 
28 
27 
27 
32 

5 
30 
28 


1922 


33 
17 
37 


45 
39 
47 
41 
42 
32 
82 
19 
35 
38 
11 
32 
21 
18 

0 
80 
38 
26 


27 


1921 


14 
0 
18 
22 
42 
46 
19 
37 
i) 
44 
12 
13 
40 
18 
29 
10 
11 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
42 
0 
0 


Arithm 
Mittelw. 


35,6 
19,8 
35,8 
35,0 
44.6 
40,8 
310 
410 
35,2 
40,2 
29,8 
344 
31,2 
24.5 
30,8 
26.6 
27.5 
25,6 
25,8 
24,8 
19,8 
21,2 
27,0 
41,8 
22,2 


26,8 


der verschiedenen Sorten. 





1925 


2.8 

+ 2,2 
3,5 
9,0 
44 
10,7 
10,5 
4,7 


Amylase 

1924 1923 
+ 09 15 
+ 15) — 
10.9 + 53 
— 43 +225 
08 + 63 
+ 41 +103 
— 09 +109 
— 13 — 25 


— 3,5 


1921 


+ 2.4 
+ 0.6 
+ 81 

9,0 
+ 3,7 
+ 0.6 
+84 


1925 

1,6 
+ 17,2 
+ 11,2 
+ 7,0 
+ 24 
— 88 
+ 20 
— 11,0 


+ 13,8 


Von 50 


1924 


+ 144 


5,2 


“+ 


+ 13,2 


1 13.0 
54 
+ 82 
+ 17.0 
8.0 
+ 13.8 


+ 


1923 


11,4 


Samen sind gekeimt 


1922 


= $9 19 
woo om 


- 0.4 
1.8 


+ 6,0 
+58 


1921 


21.6 
19.8 
-17,8 
13.0 
2,6 
+ 52 
12.0 
4.0 


26,2 
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Tabelle IIT 

Katalase Peroxydase 
™ 1925 1924 1923 1922 1921 1925 1924 1923 19221921 
0127 23 +17,2/+ 1,2 —123 3,9 + 18,5) + 39.5 12.5 35,0 1.0 
0128 + 0,2 + 31,1 — 57 25,5 + 6,1) + 31,0 - 41,9 4 
0130 + 95 + 16,5 7,9'+ 1,5 19,7 22;+ 42 + 25,7 3,8 28.3 
0140 10.4 + 101 5,7 22 + 84 8,0 | + 33,9 15,6 143 + 43 
0141 17,6 + 08\/+ 29 - + 14,0 47\|+ 0 - 1,1 — 6.0 
01438 16,7 + 7,8 +155 + 09 7,.4.— 82)/+ 21,8 + 20,2 14,1 24.4 
0145 8,8 98 + 12 + 1,7 3.7 + 9,1) + 52,6 21,1 43,7 40,5 
0171 — 49 + 28,1 12,0 - 11,0 —155 +1890 + 49 73 
0184 10,3 5,1 + 158 1,6 88 + 135/+418 + 68 — 32,9 29,1 
0209 —125 + 26 01 + 16,2 5.9 + 28,8} + 29,7 7.5 65,2 05 
0274 +125 + 13,5 — 3,2 22,8 2,2 | + 16,5 35,8 + 15 
0338 — 21,0 + 9,7 94 + 27,0 — 6,1 8.5 | + 21,8 30,7 7.5 + 24.9 
0410 +192) + 26 + 7,3 —11,5 17,6 5,5|/+ 3,2 — 223 17,1 7,8 
0418 +124 +111 — 43 + 2.7 —220 —398/+ 352 +228 —190 + 09 
0424 55\+ 9,5 2.4 1,6 17,0 + 18,0 - 28 + 1,7 
0487 —230 +17,7 + 57 0.5 0,3) + 29.8) + 52,3 9.8 46,5 45.3 
0287 + 7,5 + 18,2 + 47 —304 — 7,0'+ 69 ~- 8.7'+ 89 
In jeder Samenprobe wurde der Gehalt an Katalasen, Peroxydase 


und Amylase nach dem von A. Bach und A. Oparin (3) beschriebenen 
Verfahren bestimmt. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle Il 
zusammengestellt. 

Aus den angegebenen Zahlen ist ersichtlich, daB verschiedene 
Sorten sehr verschiedene Fermentmengen enthalten. Aber auch binnen 
ein und derselben reinen Linie schwanken diese Mengen erheblich. 
Diese Schwankungen kénnen nur von den duBeren Bedingungen (Tem- 
peratur und atmosphirische Verhaltnisse, Boden, Diingung usw.) ab- 
hangen, unter denen die Reifung der Samen stattgefunden hat. Um 
den Charakter dieser Schwankungen zu ermitteln und den Ursachen 
derselben naher zu treten, haben wir in jedem einzelnen Falle die 
Differenz zwischen dem arithmetischen Mittelwert der entsprechenden 
Sorte (Schragdruck, Tabelle 11) und der Fermentmenge berechnet, die in 
den Samen der Ernte des einen oder des anderen Jahres gefunden 
wurde. 

Die angefiihrten Differenzen kennzeichnen die Abweichungen der 
Fermentmengen von den Mittelwerten der entsprecherden Sorten. 
Beim Studium der Tabelle tritt deutlich die Abhangigkeit dieser Ab- 
weichungen von dem Erntejahr hervor (das heiBt, vom Zeitpunkt 
der Aussaat und den Witterungsverhaltnissen). So z. B. lag der 


Katalasegehalt aller Sorten im Jahre 1924 iiber dem Mittelwert. Da- 
gegen war im Jahre 1921 die Katalasemenge in allen Sorten geringer 
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(Fortsetzung). 
Amylase Von 50 Samen sind gekeimt 

1925 1924 1923 1922 1921 1925 1924 1923 | 1922 1921 
+ 74 — 42) 4+ 55 7,5';— 12) — 02 + 78 132 + 18/)+ 38 
11 + 30 — 81/+ 1,1) — 48 | + 20,2 + 22 —178 
+ 71 +105 64) —11,8'—121 +156 + 15,6 7,4 2,4 | — 21,4 
34 04 + 15,2 5,7 5.6 15,2 | +17,8/+ 08 122;/;+ 88 
— — + 75 +185 19,5 — 6,5 
1,4 3,4 8.6 11,1 05 —198 +182|)— 08)\+ 42 1,8 
15|'— 30 96 — 54 06 +4170 +214/)+4+ 14 +114) — 166 
- +195 | +195 | — 225 16,5 
_ - + 94 +4244 + 64 — 146 25.6 
+ 80'+ 40 + 51 —121 06 +162 +222)/—188 + 62)—258 
+162 + OJ 14,1 23) + 52 + 23,2 — — 88 | —248 
— 07 + 22 51 — 69 + 04 +112 | + 30,2 198 — 18 |—198 
+ 18,4 3,3 | + 10,7 12.5 13.2 +268 + 238|)— 82 | —21,2 | — 21,2 
+ 41 6,3 8,7 20 + 03 +120 + 23,0) —11,0 + 3,0 —27.0 
— 48 + 82 _ — 88/+ 02 
1,6 - 16 1,0 95 +118 — 7,2 | +27,8|— 22 + 38 | —222 
+ 52 — 04 —108 | + 62) + 42 | + 222 - + 0,2 26,8 


als der mittlere Gehalt. lm Jahre 1922 ergeben Peroxydase und Amylase 
fast durchweg Minderwerte, wihrend das Jahr 1923 zahlreiche Mehr- 
werte aufweist. 

Es wirken auch andere auBere Faktoren mit (Bodenbeschaffenheit, 
Menge der Diingstoffe usw.), die aber bei unseren Untersuchungs- 
bedingungen nicht gemessen werden konnten. Ihre Wirkung gibt sich 
daher in der Form zufilliger Abweichungen kund, die zu den durch 
das Erntejahr bedingten Grundschwankungen hinzutreten. Um die 
letzteren in mehr oder weniger reiner Form zum Ausdruck zu bringen, 
haben wir auch die algebraischen Mittelwerte jedes einzelnen Jahres 
fiir alle Sorten berechnet. 

Betrachten wir diese mittleren jihrlichen Schwankungen der 
einzelnen Fermente, so kénnen wir wahrnehmen, daB zwischen den 
Anderungen des Peroxydase- und Amylasegehalts ein ziemlich voll- 
standiger Parallelismus besteht. In dem Verhiltnis zwischen Peroxydase 
und Katalase tritt vielmehr die umgekehrte Beziehung hervor. Es ist 
interessant, diesen Umstand mit den Beobachtungen zu vergleichen, 
die von A. Bach, A. Oparin und R. Wahner in der oben zitierten Arbeit 
mitgeteilt wurden. Beim Reifen der Samen entspricht dem Anstieg 
der Peroxydasekurve stets eine Senkung der Katalasekurve. Folglich 
wirken die Bedingungen, die die Bildung aktiver Peroxydase begiinstigen, 
auf die Entstehung aktiver Katalase in entgegengesetzter Richtung 
und vice versa. 
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Tabelle IV. 


Algebraische Mittelwerte der Abweichungen von der Norm fiir alle Sorten 
in jedem Jahre. 





Erntejahr Katalase Peroxydase Amylase Keimfahigkeit 
1925 — 48 + 3,2 + 0,4 + 48 
1924 + 12,2 + 22,3 + 10,7 + 17,0 
1923 + O1 + 10,4 + 64 - 67 
1922 + 23 — 23,8 — 69 - 0,9 
1921 — 90 — 13,6 + 0 ~143 


Von Interesse ist ferner, die Beziehung zwischen dem Ferment- 
gehalt und der Keimfihigkeit der untersuchten Samen zu verfolgen. 

Hier muB vor allem hervorgehoben werden, daB auch diejenigen 
Samen, die ihre Keimfahigkeit vollstandig eingebiiBt haben, noch 
einen gewissen Gehalt an Fermenten aufweisen. 


Diese Tatsache stimmt vollkommen mit den Angaben von Bronschi, 
White, Brocg-Roussen und Gain (4) iiberein, die in verschiedenen Sorten 
ruhender Samen die Amylase und die Protease bestimmt haben. Nemec 
und Duchon (5) bestimmten die Katalase in Erbsen und Hafersamen ver- 
schiedener Erntejahre. Sie stellten vélligen Parallelismus zwischen Katalase- 
gehalt und Keimfahigkeit der Samen fest. J. de Wilmarin und Cazoubon (6), 
die mit mehreren Erbsenvarietaten arbeiteten, bestatigten die Angaben von 
Nemec und Duchon; bei der Fichte und der Larche konnte aber kein Zu- 
sammenhang zwischen dem Katalasegehalt und der Keimfahigkeit nach- 
gewiesen werden. Hier blieb sogar nach dem vélligen Absterben der Samen 
die Katalase in erheblicher Menge erhalten. Neijubow (7) wiederholte die 
Versuche von Nemec und Duchon an 
Erbsen und Hafer und konnte auch 
in diesem Falle keinen Zusammenhang 
zwischen der Katalasemenge und dem 
Prozentgehalt der Probe an keimfahigen 
Samen beobachten. 


+20 
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Betrachten wir unsere Ergebnisse 
fiir die verschiedenen Weizensorten in 
den verschiedenen Jahren, so finden wir 
keine Ubereinstimmung zwischen dem 
Katalasegehalt und der Keimfahigkeit. 
Das gegenseitige Verhaltnis der algebrai- 
schen Mittelwerte (s. Tab. 1V) der Kata- 
lase und der Keimfahigkeit in den ver- 

Abb. 1. schiedenen Jahren zeigt dagegen einen 
ziemlich weitgehenden Parallelismus. 

Folglich kann eine gesetzmaéBige Abhangigkeit zwischen Keim- 
fahigkeit und Katalasegehalt aufgestellt werden, wenn mit verschiedenen 
Weizensorten gearbeitet wird; im Rahmen einer einzelnen Sorte besteht 
aber eine solche GesetzmaBigkeit. Allem Anschein nach verringern 
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diejenigen a4uBeren Faktoren, die den Gehalt der Samen an aktiver 
Katalase herabsetzen, auch die Keimfahigkeit der Samen. 


SchluBlolgerungen. 


1. Der Fermentgehalt ruhender Samen hangt nicht bloB von der 
Sorte der Samen ab, sondern auch von dem Erntejahr. 

2. Samen, die ihre Keimfihigkeit verloren haben, enthalten noch 
eine gewisse Menge Katalase, Peroxydase und Amylase. 

3. Die Jahresschwankungen des Katalasegehalts gehen mit den 
Schwankungen der Keimfahigkeit der Samen parallel. 


Literatur. 


1) Zusammenfassung der Arbeiten iiber diese Frage s. F. Czapek, 
Biochem. d. Pflanzen 1, 427, 2, 249, 8, 142, 1913 bis 1921; C. Oppen- 
heimer, Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., S. 408, 501, 706, 887, 
1113, 1773, 1858. — 2) A. Bach, A.Oparin, R. Wdhner, Arb. d. Karpow- 
Inst. f. Chem. 1926; diese Zeitschr. 180, 363, 1927. — 3) A. Bach, A. Oparin, 
diese Zeitschr. 184, 183, 1922. — 4) Bronschi, Ann. of Botan. 22, 449, 1908; 
J. White, Proc. Roy. Soc. 81, 417, 1909; Brocg-Roussen und Gain, C. r. 148, 
359, 1908. — 5) Nemec und Duchon, ebendaselbst 174, 632, 1921. — 6) J. 
de Wilmarin und Cazaubon, ebendaselbst 175, 50 bis 51, 1922. — 7) D. Nel- 
jubow, Ann. f. Samenkde. d. St. Botan. Gart. 4, H. 7, 1925. 














Uber die Anwendung von Mischindikatoren in der Acidimetric 
und Alkalimetrie. 


Von 
J. M. Kolthoff. 


(Aus dem pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1927.) 


1. Die gebrauchlichen Indikatoren in der Neutralisationsanalyse 
haben bekanntlich nicht einen Umschlagspunkt, wo sie plétzlich ihre 
Farbe von der rein sauren in die der rein alkalischen Form 4andern, 
sondern sie haben — im px ausgedriickt — ein bestimmtes Umwandlungs- 
intervall, in dem sie allmahlich umschlagen. Bei vielen Titrationen 
ist der Sprung im px beim Aquivalenzpunkt so gro8, da8 das Um. 
wandlungsintervall der geeigneten Indikatoren dort mit einem Tropfen 
Reagens durchlaufen wird. Die ‘Farbe andert sich dann plétzlich von 
der rein sauren nach der rein alkalischen Form oder umgekehrt. 

In den Fallen jedoch, wo der py-Verlauf beim Aquivalenzpunkt 
nur vag ist, gibt kein Indikator mehr einen scharfen Umschlag. Man 
mu8 dann eine Vergleichslésung anwenden, welche ein py hat, das 
dem Wert beim Aquivalenzpunkt entspricht; man titriert dann bis 
zu einem bestimmten Titrierexponenten p;. Hatte man nun die Ver- 
fiigung tiber eine Reihe Indikateren, welche ihre Farbe plétzlich bei 
einem bestimmten px scharf andern, so kénnte man im letzterwahnten 
Falle auch ohne Vergleichslésung auskommen. 

Durch eine Kombination von zwei geeigneten Farbstoffen geling! 
es nun sehr oft, Gemische herzustellen, welche bei einem bestimmten px 
ihre Farbe ziemlich scharf indern. Man kann dabei in folgender Weise 
verfahren: a) Man fiigt zu dem Indikator einen Farbstoff, der eine 
komplementare Farbe von einer der beiden Indikatorfarben hat. So 
hat Methylgriin fast die komplementare Farbe der rotvioletten alkali- 
schen Form des Phenolphthaleins. Nimmt man nun ein Gemisch von 
etwa 1° Phenolphthalein und 0.2% Methylgriin, so ist der Misch- 
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indikator in saurer Lésung griin gefarbt. Beim pg von 8,4 fangt das 
Phenolphthalein umzuschlagen an, die Farbe wird dann grau; beim 
pu 8,8 fahlblau. Hier kompensieren beide Farben einander praktisch 
vollkommen. Wird die Reaktion noch starker alkalisch, so tiberwiegt 
plitzlich die rotviolette Form des Phenolphthaleins, und beim px von 
9,0 wird die Farbe schén violett. Das Phenolphthalein-Methylgriin- 
gemisch ist also ein vorziiglicher Indikator fiir eine Titration auf ein 
pr von 9,0. b) Man wahlit Indikatorgemische, und zwar solche, deren 
Komponente ungefaihr bei dem gleichen px ihre Indikatorwirkung 
ausiiben und dort mehr oder weniger Kontrastfarben bilden. Kennt 
man die Extinktions- oder Transmissionskoeffizienten der verschiedenen 
Indikatoren bei verschiedenen Wellenlingen und p-Werten, so kann 
man daraus schon geeignete Kombinationen ableiten. A. Cohen' hat 
z. B. eine Mischung von gleichen Teilen Bromkresolpurpur und Brom- 
thymolblau empfohlen. Dieser Indikator ist bei px 6,0 griingelb, bei 
pu 6,8 rein blau; der Umschlag ist scharf. 

Schon M. Scholtz? hat eine gréBere Reihe Mischindikatoren an- 
gegeben, welche wenig angewendet werden. Bekannt ist das Methyl- 
orange-Indigocarmingemisch, das auch Luther? und Kirschnik* emp- 
fohlen haben. Bei einem py gréBer als 4,0 ist die Farbe griin, bei 4,0 
grau, und bei kleinerem px wird sie violett. Besonders bei kiinstlichem 
Lichte ist der Umschlag scharf zu sehen. 


2. Weil die Mischindikatoren, wie gesagt, von groBem praktischen 
Interesse sind in den Fallen, wo man bis zu einem bestimmten pg 
titrieren muB, habe ich eine gréBere Reihe Kombinationen systematisch 
untersucht und gebe in untenstehender Tabelle im pg-Gebiet von 
3 bis 11 diejenigen an, welche sich gut bewahrt haben. Die erste Reihe 
gibt die Zusammensetzung des Gemisches. Im allgemeinen ist es zu 
empfehlen, die Mischindikatoren in braunen Flaschen aufzubewahren, 
weil verschiedene Farbstoffe sich am Lichte zersetzen. 


In der zweiten Kolonne sind die p;-Werte erwihnt, d.h. das pz, 
wo der Indikator umschlagt, in der dritten Reihe ist die saure und 
alkalische Farbe angegeben, und in der letzten Kolonne sind einige 
Einzelheiten mitgeteilt. 


1 A. Cohen, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 185, 1922; vgl. auch Lizius, 
Analyst 46, 355, 1921; F. H. Carr, ebendaselbst 47, 196, 1922; G. Chabot, 
Chem. Zentralbl. 96, 1375, 1922; @. Simpson, Ind. Engin. Chem. 16, 709, 
1924, 

2 M. Scholtz, Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 549, 1904. 

3 Luther, Chem.-Ztg. 31, 1172, 1904. 

4 Kirschnik, ebendaselbst $1, 960, 1907; F. X. Moerk, Amer. Journ. 
Pharm. 98, 675, 1921; Hickman und Lindstead, Journ. Chem. Soc. 121, 
2502, 1922. 
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Unter den genannten Farbstoffen sind zwei Indikatoren, namlich 
Cyanin- und Nilblau (Griibler), welche in den Biichern iiber Farb- 
indikatoren nicht beschrieben sind. 


Cyanin' oder Chinolinblau, C,gH,,N,J. Ein Praparat von Dr. G. 
Griibler wurde verwendet. Beim Herstellen der Vorratlésung wurden 
100 mg in 30 ccm Alkohol gelést und mit Wasser auf 100 cem angefiillt. 
In saurem Medium ist der Indikator farblos, zwischen py 6,6 und 8.6 
schlagt er nach Blau um. Beim py 7,0 ist er schwach blau, bei 7,4 deutlich 
blau. Ein Nachteil ist, daB die blaue Farbe nicht haltbar ist; es findet 
eine Umwandlung in eine farblose Form statt, so daB schon nach 
15 Minuten langem Stehen die Farbtiefe merkbar abgenommen hat. Der 
Indikator hat auch die Neigung, an der Glaswand adsorbiert zu werden; 
mit Saéure kénnen die Réhren leicht gereinigt werden. In stark alkalischer 
Lésung wird die blaue Farbe violett. Das Cyanin verhialt sich wie eine 
schwache Base mit einer Konstante von etwa 4.10~7. Als Indikator 
fiir die py-Messung hat das Cyanin wegen des starken Abblassens der 
Farbe mit der Zeit kaum eine Bedeutung. Bei Neutralisationsanalysen 
spielt dieser Zeitfaktor fast keine Rolle, besonders dann nicht, wenn 
man von sauer nach alkalisch titriert. Ein groBer praktischer Nach- 
teil ist, daB die Indikatorlésung an sich beim Stehen auch verdirbt. 


Nilblau (basischer Indikator), Praparat Griibler. Vorratlésung 
0,2 °% in Wasser. Umwandlungsintervall von 9,6 nach 10,6, von Blau 
nach Rosarot. Der Umschlag ist sehr scharf zu sehen; beim px 9,6 ist 
die Farbe blau, bei 9,8 schon deutlich violettrot. Der Indikator ist 
sehr gut brauchbar fiir pa-Messungen und Titrationen. Phosphorséure 
laBt sich darauf als zweibasische Saure scharf titrieren, man fiigt so 
lange Lauge hinzu, bis die Farbe sich von Blau in Rotviolett andert. 
Die rote alkalische Form des Indikators ist in Wasser schwer léslich; 
er ist in Wasser kolloid gelést. Vom Nilblau kann man auch ein sehr 
brauchbares Indikatorpapier aus der 0,2°%igen, wisserigen Lésung 
herstellen. Mit einem Tropfen 0,002 n Natronlauge bildet es sofort 
noch einen roten Kreis, mit 0,0005n NaOH einen roten Ring, Emp- 
findlichkeitsgrenze 0,00025n NaOH. In Puffermischungen geht die 
Empfindlichkeit bis zum py 9.6. 

In stark saurer Lésung wird das Nilblau gelb gefarbt, in n/10 HCl 
ist die Farbe blau, in 0,5 n HCl griin, in 2 n HCl rein gelb. Das Indikator- 
papier ist noch weniger empfindlich fiir Saure, mit einem Tropfen 
2n HC! ist die Farbe griin, mit 4n HCl gelb. 


! E. B. R. Prideaux erwihnt in seinem Buche: ,,The theory and use 
of Indicators“ schon das Cyanin. Von px 0 bis 6 ist es farblos, bei 7 sehwach 
blau, bei 8 blau, bei 9 violettblau; also eine gute Ubereinstimmung mit 
meinen Wahrnehmungen. 
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3. Bei der Titration von maBig starken Séuren neben sehr schwachen 
Sauren, von schwachen Sauren mit schwachen Basen, von sehr schwachen 
Sauren mit starken Basen und umgekehrt, bei der Anwendung von 
Verdrangungstitrationen kénnen die Mischindikatoren von groBem 
Vorteil sein. Es seien hier nur einige Beispiele zur Erlauterung angefiihrt. 

Titration von n/10 Pyridin mit Salzsdéure. Das py, betrigt hier 
ungefahr 3,3. Fiihrt man die Titration auf Dimethlygelb bzw. Methyl- 
orange bzw. Bromphenolblau aus, so wird die erste Farbanderung 
viel zu friih wahrgenommen. Mit dem Mischindikator Dimethylgelb- 
Methylenblau tritt der Farbumschlag von Griin nach Violett genau 
beim Aquivalenzpunkt auf. Genauigkeit etwa 0,5. 

Hat man Ammoniak neben Pyridin zu bestimmen und sind beide 
jn 4quivalenter Menge vorhanden, so nimmt man einen Mischindikator, 
der beim p, 7.4 umschligt. Die Summe beider Basen kann dann in 
einer besonderen Probe auf Dimethylgelb-Methylenblau festgestellt 
werden. 

Der Mischindikator a-Naphtholphthalein-Phenolphthalein (p;=9,5) 
ist sehr geeignet fiir die Phosphorsduretitration. Veronal, das eine 
sehr schwache Saure ist, laBt sich auf Phenolphthalein nicht titrieren, 
der Umschlag erscheint viel zu friih. Brauchbare Resultate erhalt 
man mit dem Mischindikator Thymolphthalein-Alizaringelb (pz; = 10,20). 
Man titriert mit n/10 Natronlauge so lange, bis die gelbe Farbe sich 
deutlich in Griinblau mit einem Stich ins Violette geindert hat. Ge- 
nauigkeit 1 °,,. 

Den Mischindikator Kresolrot-Thymolblau (p; = 8,3) hat Simpson 
(l.c.) schon verwendet fiir die Titration von Carbonat zu Bicarbonat. 
Der Umschlag ist sehr deutlich zu sehen. 

Fiir die Neutralisation von Essigsiure bis zu Ammoniumacetat 
hat man einen Mischindikator mit einem p; von 7,0 bis 7,2 zu verwenden, 

In allen Fallen, wo man das py beim Aquivalenzpunkt weiB, kann 
man sich den geeigneten Mischindikator aussuchen. 

Fiir die schnelle Orientierung der Reaktion einer Fliissigkeit sind 
die Mischindikatoren auch geeignet. Will man z. B. sehen, ob ein Wasser 
ein pu kleiner oder gréBer als 7 hat, so fiigt man den Mischindikator 
Neutralrot-Methylenblau hinzu. Beim px 6,8 ist die Farbe schén violett, 
bei 7,0 violettblau, bei 7,2 schmutzig griinblau, bei 7,4 rein griin. 

4. Ich habe von verschiedenen Mischindikatoren auch Papiere 
hergestellt; wegen der oft auftretenden Kapillarerscheinungen sind 
nur wenige brauchbar. Besonders geeignet ist a-Naphtholphthalein- 
Phenolphthaleinpapier. 

Gehartetes Filtrierpapier wird mit einem Gemisch von 0,3 °,iger 
Phenolphthalein- und 0,1 %iger Naphtholphthaleinlésung in 70° igem 
Alkohol durchtrankt und trocknen gelassen. Das Papier ist schwach 
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rosa. Beim Betupfen mit Puffermischungen wird es beim pg 9,2 schwach 
griin, beim px 9,4 entsteht ein rosa Kreis mit einem griinen Ring, beim 
pu 9,6 wird das Papier deutlich violett mit einer griinen Zone, bei 9.8 
wird es tief rotviolett gefirbt; durch die Kapillarerscheinungen wird 
der Rand immer noch griin. Das Papier ist sehr gut brauchbar fiir 
das Abstumpfen der Reaktion auf ein px von etwa 9,2 bis 9,4. Bei 
Wertbestimmungen von Morphin in Opium, wo man das pg auf etwa 
9,2 bringen mu8 (isoelektrischer Punkt des Morphins, der minimalen 
Léslichkeit des Alkaloids entsprechend), kénnte die Anwendung des 
Papiers von Bedeutung sein. Ein Papier, das aus einer 0,1 %igen 
Phenolphthalein- und 0,1 %igen a-Naphtholphthaleinlésung bereitet 
ist, ist beim px 9,4 noch rein griin, bei 9,6 schwach rosaviolett mit 
griinem Ring, bei 9,8 rotviolett. Fiir das Abstumpfen des Saéuregrades 
auf ein px von 9,7 ist es sehr geeignet. 

Brauchbare Papiere erhélt man auch aus Kresolrot 0,1°% und 
Thymolblau 0,25°%, bzw. Kresolrot 0,1°, und Thymolblau 0,1 %. 

Das erste Papier wird von einem Puffergemisch mit pg 8,4 rosa 
gefarbt, bei 8,6 rotviolett, bei 7,4 bis 8,4 unscharf blaulichgrau. Das 
zweite Papier wird bei px 7,6 schon deutlich rosa gefairbt. Sehr scharf 
ausgesprochen sind die Farbdifferenzen nicht. 


Zusammenfassung. 


Eine neue Reihe ,,Mischindikatoren“ ist angegeben und ihre An- 
wendungsméglichkeit besprochen worden. 

Ein gutes Indikatorpapier wird aus einer Kombination von 
a-Naphtholphthalein und Phenolphthalein erhalten. 

















Ein neues Vakuum-Widerstandsgefab fiir Leitfihigkeits- 
bestimmung und konduktometrische Mabanalyse. 


Von 
Igor Remesow. 
( binge gangen am 19. Juli 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zu den wesentlichen Hindernissen bei der Bestimmung der Leit- 
fihigkeit von Elektrolyten sowohl, wie bei der konduktometrischen 
Titration und Fallungsanalyse gehért die Schwierigkeit, die Tem- 
peratur der im GefaB befindlichen Flissigkeit wahrend der Dauer der 
Messungen auf konstanter Héhe zu erhalten. Ohne auf die aus der 
Literatur bekannten Angaben iiber die Bedeutung der Temperatur, 
des Temperaturquotienten, der genauen Leitfahigkeitsbestimmungen 
einzugehen [vgl. Kohlrausch (1) (2), Holborn (1), Clausen (3), von He- 
vesy (4), Déquisne (5), Kolthoff (6), Dutoit (7) u.a.] méchte ich hier nur 
hervorheben, daB die Leitfahigkeit mit der Erhéhung der Temperatur 
auf je 1°C durehschnittlich um 2°, ansteigt. 

Die Vorkehrungen, die bisher getroffen wurden, um die Tem- 
peraturschwankungen zu vermeiden, bestanden entweder in der An- 
wendung genau regulierbarer Thermostaten, in die das GefaB mit der 
zu untersuchenden Fliissigkeit gebracht wurde, oder in der vor der 
Messung vorgenommenen Erwarmung der Fliissigkeit oder des Gefabes 
[ Dutoit (7)]. 

Um auf eine sehr bequeme Weise die gewiinschte Temperatur- 
konstanz zu erhalten, konstruierte ich ein neues ,,. Vakuumwiderstands- 
gefiB‘‘, das im Nachstehenden beschrieben wird. 

Auf der Abb. | ist das GefaiB im senkrechten Durchschnitt dargestellt. 
Es besteht aus zwei Hauptteilen, dem GefaéB und dem Deckel. Das GefaB(V ) 
stellt ein doppelwandiges VakuumgefaB, nach der Art der MVewarschen 


GefaBe, dar. Entsprechend der Starke beider Wandungen des GefaBes 


9 
’ 


Biochemische Zeitschrift Band 189 





34 lL. Remesow : 


und dem Grade der Luftverdiinnung wird erreicht, dali das GefaB bei eine: 
Temperaturtiberschuls von (¢°) tiber die der Umgebung einen Temperatu: 
verlust von etwa (9/100) pro Stunde erleidet, und es geniigt zur Erhaltun 
dieser Differenz cine Energiezufuhr von (0.0001 .t) Watt. Das Gefab i 
versilbert (um etwaigem Warmeverlust durch Strahlung vorzubeugen 
besitzt aber in der Mitte ein Fenster zur Sichtbarmachung des Inhalt: 
Am obersten Rande deg GefaBes verlauft ein Sehliff. damit der gena 
geschliffene Deckel luftdicht aufgesetzt werden kann. 


Der Deckel (1?) kann leicht abgenommen werden und tragt die au 
ihm montierten Teile des GefaBes, namlich die Platinelektroden (/) mit 
konstantem Abstand, die angelétet sind an die an den Deckel befestigte: 
Glasréhren (@), die Glasréhren fiihren im Innern starke, amalgamiert 
Kupferdrahte (Durchmesser = 1,5mm 
die als Leiter dienen, und sie enden nach 
auben mit zwei Polschrauben (P). Der 
Kontakt zwischen den Platinelektroden 
und. den Polschrauben ist auf dies 
Weise voéllig gesichert. AuBerdem geht 
dureh den Deckel ein fein geschliffenes 
Thermometer (auf der Abbildung nicht 
angegeben) mit Teilungen zu !/ 499° C, mit 
einstellbarem Nullpunkt (vereinfachte: 
Beckmannscher Behialter), berechnet aut 
einen Bereich von 2°. Ferner geht durch 
einen besonderen Schliff ein luftdicht 
eingeschliffener Riihrer (2?) aus Glas, der 
es ermdglicht, von oben nach unten und 





von unten nach oben in durch den 
Schliff beschrankten Grenzen die Fliissig 
keit durchzuriihren. In der Mitte des 
Deckels befindet sich eine Offnung mit 
eiem eingeschliffenen Glasst6épsel (S), 
der fiir Leitfahigkeitsbestimmungen vor- 
gesehen ist. Will man das GefaB fiir 
konduktometrische Titration anwenden, 
so wird der Stépsel herausgenommen 
und in die Offnung eine genau an- 
geschliffene Mikrobiirette (B) eingesetzt, 
die mit einem glasernen Dreiweghahn (/7) und einem AbfluBreohr (A) versehen 
ist. Dadurch ist die Méglichkeit gegeben, bei der konduktometrischen 
Titration den Meriskus (Nullpunkt) einzustellen, ohne daB man es nétig 
hat, die Biirette aus dem GefaiB herauszunehmen, wodurch wiederum 
jede Temperatureinwirkung von auBen ausgeschlossen ist. Aber, so ein 
absolut luftdicht abgeschlossenes Gefa wiirde keine Titration erméglichen, 
weil die bei der Titration durch die Fliissigkeit verdrangte, oberhalb der 
zu messenden Lésung befindliche Luft keinen Ausweg hatte, und deshalb 
kénnte keine Flissigkeit aus der Biirette nachgegossen werden. Um dieser 
Eventualitat vorzubeugen, ist der untere Schenkel der Biirette mit einem 
AbschluBrohr versehen, was auf die Temperatur des GefaiBes keinen Ein 
fluB hat, dafiir aber regelrechte Titrierung gestattet und den Druck im 
Innern des GefaBes auf der Héhe des waihrend des Versuchs bestehenden 
atmospharischen Druckes halt. 
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Dem GefaB wird ein besonderes CGabelstativ beigegeben, auf das der 
um GefaB abgenommene Deckel (D) aufgesetzt wird, wobei die Gabel 
, die auf der Innenfliche des Deckels befindlichen Schlitze emtritt. Von 
em Stativ wird z. B. beim Wechsel der Lésung oder beim Platinieren der 
‘ektroden Gebrauch gemacht. 

Das ganze Gefi® ist unten auf einer Korkplatte befestigt (Warme 


solator) und in ein Holzgestell eingesetzt. 


Das Gesamtbild des GefaBes ist auf der Abb. 2 dargestellt. 



































Abb. 2 


Das GefaB ist berechnet fiir Leitfahigkeitsmessungen und fiir kon- 
duktometrische MaBanalyse von Elektrolyten mit elektrolytischem Wider- 
stand von nicht unter 10 und nicht iiber 50000 Ohm. Die Widerstands- 
kapazitaét des GefiBes bewegt sich zwischen 0.20 und 0,15, so dali die 
Leitfahigkeit der gebrauchlichsten Verdiinnungen von 0,1, 0,01 bis 0,0001 n 


Lésungen bestimmt werden kann. 
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Ausfiihrung der Messungen, 


Zur Vornahme von Messungen wird das GefiB in den Stromkrei 
der Wheatstoneschen Briicke eingeschaltet und ist fiir das Verfahre: 
zur Leitfahigkeitsbestimmung nach KAohlrausch oder seine iibliche: 
Modifikationen verwendbar. 


Zur Bestimmung der Leitfahigkeit wird der Stépsel (S) des Ge 
fies herausgenommen, vorausgesetzt, da®B die Elektroden bereits 
platiniert sind und die Widerstandskapazitat des GefiBes bereits e1 
mittelt ist. Nun wid das GefaB mit Leitfahigkeitswasser gespiilt, dann 
mit der zu messenden Lésung nachgespiilt. Jetzt wird in das Gefal 
ine genau abgemessene Menge der betreffenden Fliissigkeit ein 
gegossen (man achte, dab die Elektroden vollstandig von Fliissigkeit 
bedeckt sind), das GefaB mit dem Stépsel verschlossen, das Thermo 
meter auf den Nullpankt eingestellt (Trennung der Quecksilbersaul: 
in dem Behalter), und es wird nun die Bestimmung vorgenommen 
(schnelles Arbeiten ist erforderlich, weil die Fliissigkeit bei starken 
Strémen einen Joulschen Warmeeffekt zeigen kénnte). Im Laufe von 
etwa 28 Minuten nach dem Moment der Einschaltung des Stromes 
bleibt die Temperatur ganzlich unverandert. Auf diese Weise verliuft 
die Messung (die gewéhnlich noch bedeutend weniger Zeit beansprucht 
bei véllig konstanter Temperatur. In einer Reihe von vorgenommenen 
Mossungen zur Bestimmung ,,%** (spezifische Leitfahigkeit ) verschiedener 
Elektrolyten betrug die Genauigkeit 0,05 bis 0,01°,. 


Die Priifung des GefaBes auf Wiarmeretention hat folgende Werte 


ergeben: 


Auben: Kaltegemisch 7°: Innen: 2° konstant. 
0 bis 0,5° ....... ~. tither 15 Minuten 
DO ss 14° ee 15 
_ =r Ses a «Gee ak ee aT 


Warmegemisch 7°: 


Looe ‘ . . . . . « Uber 15 Minuten 
110° a ee eae ee a eee 15 
50°... Se ere . bis 12 


Auf diese Weise ist das GefaB wahrend der Ausfiihrung der Leit- 
fahigkeitsbestimmung der Elektrolyten praktisch véllig isoliert von 
den Einwirkungen der AuBentemperatur. 

In Anbetracht jedoch der Empfindlichkeit des GefiBes gegen- 
iiber den Veranderungen der Temperatur dev in ihm enthaltenen 
Lésung, miissen die Einfliisse des Bestimmungsverfahrens — selbst 


auf die Temperatur der Lésung vermieden werden, wie etwa_ Er- 
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viarmung des Elektrolyten infolge zu langer Dauer der Stromleitung, 
tarke Polarisation usw. 

Zur Vornahme von konduktometrischen Titrierungen [ Kolthoff (8)] 
vird das GefaiB, unter genauer Beobachtung aller in den einschligigen 
Lehebiichern beschriebenen Kautelen, wie vorstehend angegeben vor- 
bereitet und an der Stelle des Stépsels mit der Mikrobiirette (3) ver- 
schen, die die au priifende Lésung (gewéhnilich in einer 20- bis 100mal 
starkeren Konzentration als die zu titrierende Fliissigkeit) enthalt; 
der Dreiweghahn gestattet leichte Einstellung des Nullpunktes, wenn 
die Biirette einen UbherschuB der Léisung enthilt. dadurch, daB der 
UberschuB der Fliissigkeit durch das AbfluBrohr entfernt wird, dab 
die Biirette aus der Offmung heraasgenommen wird. Wahrend der 
Titrierung wird die Fliissigkeit einmal in der Minute durch Hoch- 
hebung und Senkung des Riihrers durchgeriihrt (vorsichtig, um die 
Elektroden nicht zu beriihren), wobei die eigentlichen Leitfahigkeits.- 
werte nach dem Riihren gemessen werden miissen. Dabei zeigt die 
Temperatur cin regelmaBiges Ansteigen (Neutralisationswarme). 

Nach dem Stillstehen des Anstiegs, 1. h. vom Moment der Neutrali- 
sation an, bleibt die Temperatur konstent. 

Die von uns zur Priifung des GefiBes vorgenommenen kondukto- 
metrischen Titrierungen einiger Reihen von starken und schwachen 
Saiuren und Basen nach Kolthoff (8) haben auBerordentlich lehrreiche 
Kurven mit deutlichen Knickpunkten der Neutralisationskurven 
(4. B. fiir n/10 Borsiure, n/1l0-Essigsiure usw.) ergeben. 

Bei der konduktometrischen Titration ist es freilich nicht er- 
forderlich, die Leitfahigkeitswerte des betreffenden Elektrolyten- 
gemisches im gegebenen Moment 2u kennen, da es nur auf die sprung- 
hafte Veranderung der Leitfahigkeit im Moment der Neutralisation 
und auf das entsprechende Quantum der eingegossenen Lésung in 
Kubikzentimetern ankommt. Immerhin ist es bei der Anwendung des 
vorstehend beschriebenen GefiBes leicht, in jedem Augenblick die 
wirklichen Werte der Leitfahigkeit des titrierten Gemisches zu_er- 
mitteln. Dazu wird bei der Bestimmung der ..%* die Temperatur- 
korrektur (Neutralisationswirme), die durch Ablesung auf dem Thermo- 
meter und nach der Formel: 

N = 14617 — (1 —y). D Cal. 


(NV — bedeutet die Neutralisationswarme, y — den Dissoziationsgrad 
der freien Saure und D — ihre Dissoziationswarme pro Grammiiqui- 
valent). bestimmt wird. wie auch die Korrektur in bezug auf die Wider- 
standskapazitat des GefaiBes, die sich mit der Volumenverinderung det 
im GefaB enthaltenen Fliissigkeit andert (und gerade bei Titrationen 
ist es der Fall) vorgenommen. ‘ 
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Aus der Kurve (Abb. 3) ist die Abhangigkeit der GréBe .C™ der 
Widerstandskapazitat des GefaBes von der Volumeninderung der Fliissig 
keit im GefaB ersichtlich 
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mg von Leitfihigkeitsbestim- 
Abb. 3 
Kurve der Abhangigkeit der Veranderungen der rai 
Widerstandskapazitat .(" des GefaBes von der Stanter lemperatur ohne 
Volumveranderung ,:" des im Geta enthaltenen 
Elektrolyten. Aut die Ordinate sind die Werte 
von ,¢" aufgetragen (berechnet nach der Formel staten oder anderen Hilfs- 
‘ x. W); auf die Abszisse die Volumina der 

Lésung in com 


mungen bei vollstandig kon- 
Anwendung von Thermo- 


mitteln zur Erhaltung det 
Temperatur; dadureh wird 


eine Genauigkeit der Bestimmungen bis zu 0,05°, im Rahmen det 


Genauigkeit der Bestiummungsmethode erreicht. 

2. Die Ausfiihrung von konduktometrischen Titrierungen mit 
eventueller Ermittling der wirklichen Leitfahigkeitswerte der be 
treffenden Lésung im gegebenen Moment. 

Das neve VakuumwiderstandsgefaB (D. R. P. angem.) ist von det 
Firma Fischer und Réwer, Stiitzerbach in Thiiringen, zu beziehen. 
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Beitrige zur Frage des Hexosenabbaues in der Pflanze. 


I. Mitteilung: 


Uber den Zymaseapparat der Samen. 
Von 
W . Zaleski und Olga Pissarjewsky. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium zu Charkow.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1927.) 


Unsere noch nicht publizierten Untersuchungen tiber den Einflub 
verschiedener Faktoren auf den Hexosenabbau in keimenden und 
reifenden Samen haben uns zum Studium der Wirkung derselben 
auf einige Stadien dieses Prozesses gefiihrt. Es erwies sich als nétig, 
die Wirkung dieser Faktoren auf die Garungs- und Atmungsprozesse 
der Samen einzeln zu untersuchen. Zuerst haben wir uns die Aufgabe 
gestellt, das Wirkungsvermégen des Garungsapparats wahrend der 
Keimung und Reifung der Samen zu verfolgen und gu diesem Zwecke 
zunachst das Girungssystem selbst zu untersuchen. Diese letzte Auf- 
gabe stellt nun den Zweck vorliegender Mitteilung dar. 

Eine Reihe von Forschern bemiihte sich zu beweisen, daB sich die 
Alkoholgarung det hoheren Ptlanzen ith wesentlichen Punkten wie die der 
Hete verhalt. Zuerst ist es gelungen, zu konstatieren., dab eimuge abgetétete 
Pflanzen nicht nur ohne Sauerstoffzutritt, sondern auch in der Luft eine 
typische Alkoholgarung zu vollziehen vermogen, dal} sie also ein der Hefe 
zVinase ahnliches Enzym enthalten'. Die grundlegenden Untersuchungen 
von Harden und Young iiber die Teilnahme det Phosphate und eines Co 
ferments an det Alkoholgarung der Hefe lenkten die Aufmerksamkeit 
anderer Forscher auf das Studium der Beteiligung dieser Faktoren an den 
Prozessen der alkoholischen Garung der héheren Ptlanzen. 

Ausgehend von der stimulierenden Wirkung der Alkaliphosphate aut 
die Hefegarung, studierten einige Forscher den Einflu® derselben auf die 
Alkoholgarung der héheren Pflanzen?®. Es ist ihnen gelungen, festzustellen, 
daB alkalisch reagierende Phosphate die Alkoholgirung der abgetéteten 
Pflanzen stark stimulieren kénnen. Eine soleche Wirkung der Phosphate 


' Literatur s. C.Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 
2, 1926. 
Literatur bei J. Bodndr. diese Zeitschrift 165, 1, 1925. 
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auf die Alkoholgarung der abgetéteten Pflanzen haben einige Forscher de; 
Bildung von Zuckerphosphorsdureestern, als einer wesentlichen Durel 
gangsstufe des Hexosenabbaues, zugeschrieben. Dennoch haben die Be 
miithungen, den ProzeB der Phosphatbindung bei héheren Pflanzen = zu 
finden, lange Zeit zu keinem positiven Resultat gefuhrt. Erst vor kurzen 
hat Bodnar! die Fahigkeit zur Phosphorylierung bei Erbsensamen nach 
gewiesen, und so ist das Vorhandensein von Zuckerphosphorsaureester 
bei héheren Pflanzen wahrscheinlich gemacht worden. Dennoch gibt 
Bod: dy keine Antwort tiber die Natur und die Rolle der bei der Alkoho! 
girung der Erbsensamen gebildeten organischen Phosphorverbindungen 

Die Frage nach der Teilnahme des sogenannten Coferments an der 
alkoholischen Giairung der héheren Pflanzen ist auch verwickelt und unklar. 
Harden und Young* haben gezeigt, dab HefepreBsaft durch Dialyse in 
zwei Teile geschieden werden kann, welche beide an sich unwirksam, dure! 
Vermischen garungswirksam werden. Ein Bestandteil der Zymase ist ei: 
thermolabiles Enzym, der andere ein thermostabiles Coferment. Ei 
ahnilicher Stoff laBt sich aus den tierischen Geweben extrahieren, und ist 
er am meisten in der Muskulatur vorhanden. Nach Huler* kommt ein 
Coferment fiir Hefe in den Ptlanzen nicht oder kaum vor. 

Die Bemiihungen, ein Coferment fiir die Zymase der héheren 
Pflanzen zu finden, haben lange Zeit zu keinem positiven Resultat 
gefiihrt. Erst unlangst hat Bodndr' das Zymasesystem der Samen 
nach der Methode von Harden und Young in zwei Komponenten: Ferment 
und Coferment (Apozymase und Cozymase) eingeteilt. Der Verfasser 
schreibt: .,.Werden Erbsen- und Lupinenmehl der Dialyse unterworfen, 
so bekam man solche Mehle, welche héchstens in Spuren CO, und 
Alkohol ausscheiden, aber durch die Wirkung der wisserigen Extrakte 
ctieser Mehle ihre Aktivitat zuriichgewannen™. Der gekochte wasserige 
Extrakt des Erbsenmehls aktiviert nach Bodndr auch die C O,- Produktion 
des nativen Erbsenmehls, wie in der Luft, so auch im Wasserstoff. Weiter 
sagt der Verfasser, daB ,,die alkoholische Garung des dialysierten 
Mehles dweh coenzymhaltigen Trockenhefeextrakt nicht zuriickgestellt 
wird". Daraus folgert der Verfasser, daB die Hefe-Cozymase das Co- 
enzym der pflanzlichen Zymase nicht ersetzen kann. Die Wirkung 
des Trockenhefeextrakts auf die C O,-Ausscheidung des nativen Mehles 
erklait der Verfasser dadurch, daB dieser ,solche Substanzen enthalt, 
aus welchen durch Einwirkung der Carboxylase der pflanzlichen Objekte 
CO, und Acetaldehyd entsteht’. In der von Bodnar gegebenen Fassung 
hat also ein von Zaleski# schon laingst eingenommener Standpunkt 
keine grundsitzliche Anderung erfahren. Dennoch hat Zaleski eine 
stimulierende Wirkung der Trockenhefeextrakte auf zweierlei Weise 


1 J. Bodnar, |. ¢. 

2 4. Harden wid W.J. Young, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 77, 405, 1906; 
78. 368, 1906. 

3 H.v. Euler und K. Myrbdck, zit. nach C. Oppenheimer, |. ¢. 

4 W. Zaleski, Ber. bot. Ges. 31, 1913. 
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yedeutet: ,,.Der Hefanolextrakt enthalt solche Stoffe, die die Wirkung 
der Garungsfermente, wie z. B. Hefe-Coenzym tut, stimulieren oder 
eine Vorstufe der Brenztraubensiure, die durch Carboxylase ver- 
goren wird.“ 

Um diesen Widerspruch zu erklaren, haben wir die Versuche mit 
dem dialysierten Mehl angestellt. 

Das Erbsenmehl wurde in der von Bodnar beschriebenen Weise 
der Dialyse unterworfen, abfiltriert, getrocknet und dann fein zer- 
mahlen. Das dialysierte Mehl wurde mit einer entsprechenden Menge 
destillierten Wassers oder des aus Trockenhefe, Froschmuskeln und 
verschiedenen Samen bereiteten Extrakts und Toluol (5 bis 10°,) 
versetzt, auf dem Boden und den Wanden des Rezipienten in einer 
diinnen Schicht verteilt und auf eine bestimmte Zeit bei 20 oder 30° 
stehengelassen. In einigen Fallen wurden die GefaiBe evakuiert und 
dann luftdicht geschlossen. Nach beendigtem Versuch wurden einige 
Kubikzentimeter verdiinnter Schwefelsiure einflieBen gelassen, und 
dann wurde die von den Objekten ausgeschiedene Kohlenséure mit 
Bariumhydroxydlésung absorbiert und in tiblicher Weise bestimmt 
Zur Alkoholbestimmung, wenn diese mit CO,-Bestimmung verbunden 
war, wurde eine unter denselben Bedingungen eingestellte Probe wie 
zur CQO,-Bestimmung benutzt. 

Zur Bereitung von Hefeextrakt wurden 2 g gepulvérter Trocken- 
hefe mit einer entsprechenden Menge destillierten Wassers versetzt 
und einige Minuten lang gekocht. Diese Mischung wurde der Einfachheit 
wegen direkt verwendet. Zwecks Bereitung des Muskelextrakts haben 
wir Hinterbeine von Fréschen (15 bis 18 g) fein zerschnitten, mit dem 
gleichen Gewicht destillierten Wassers versetzt und zum Kochen erhitzt 
Dann wurde der Extrakt abfiltriert und zu den Versuchen benutzt. 
Zur Herstellung des Kochsaftes der Samen wurden je 20 g Mehl der- 
selben mit 100 ccm Wasser und 2 bis 4cecm Toluol vermischt, 1 bis 
2 Stunden stehengelassen und dann abfiltriert. Das Filtrat wurde 
im Wasserbad ein wenig eingeengt und die Fliissigkeit abfiltriert oder 
einfach abgegossen und zu den Versuchen benutzt. 

Versuch I bis 111. 
Je 5g dialysierten Erbsenmehls + 5ccm destillierten Wassers oder der unten 
erwahnten Extrakte. Versuchsdauer 20 Stunden. JT’ = 20°. py = 6,5 bis 6,8. 





Extrakte aus CO, in mg Alkohol in mg 
Trockenhefe ..... 13,1 14.2 165 13.5 148 16.6 
ee ee gS eS GS 14.9 142 16.0 149 146 159 
Erbsensamen .... . 1442 135 144.5 142 
Pferdebohnen . .... 7.8 7.6 Nicht bestimmt 
Weizensamen..... 6.0 6.5 ‘ ‘ 
Sonnenblumensamen . . 3.C ‘ . 
ES aw es 1,0 1,2 Spuren 
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Zuerst bestatigen wir die Angaben von Bodndér, daB das aus Erbsen 
samenmeh| durch Dialyse erhaltene inaktive Mehl, das héchsten: 
in Spuren CO, und Alkohol bildet, durch Zusatz von aufgekochtem 
Mehlextrakt seine Aktivitét zuriickgewinnt. Wir stimmen dem Ver 
fasser bei, daB zur Wirkung der Erbsenzymase ein Stoff notwendiy 
ist, der als Coenzym fungiert, und den wir als spezifischen Aktivato: 
bezeichnen wollen. Zurzeit wissen wir nur, daB dieser Aktivator di: 
Bedingungen fiir die Zymasewirksamkeit schafft. Wir wissen aber 
nicht, ob zur Einleitung der Alkoholgairung der Erbsensamen eine 
Aktivierung der Zymase oder ihres Zustandes nétig ist. 

Weiter zeigen unsere Versuche, daB die Fahigkeit des dialysierten 
Erbsenmehls zur Alkoholgérung auch durch Wirkung des Hefe- und 
Muskelextrakts restituiert wird. Schwach wirken die Extrakte aus 
Weizensamen und Pferdebohnen, und noch schwacher die der Sonnen 
blumensamen. 

Schon lingst haben Zaleski! und Iwanoff? gezeigt, daB die Trocken- 
hefeextrakte auf die Alkoholgarung des nativen Erbsenmehls stimu- 
lierend wirken. Wir haben jetzt gezeigt, daB auch Muskelextrakt 
ebenso wirkt. Es ist daher die SchluBfolgerung berechtigt, daB dieser 
gemeinsamen Wirkungsweise ein gemeinsamer Mechanismus zugrunde 
liegt. Wir haben auch nachgewiesen, daB Trockenhefeextrakt auch die 
Alkoholgarung des Mehles der Erbsenkeimpflanzen stimuliert, so z. B.: 


Ve rsuch IV. 


Je 10g Mehl der Erbsenkeimpflanzen + 12cem 1. Wasser, 2. Trocken 
hefeextrakt. Versuchsdauer 20 Stunden. 7 30°, 





Wasserportion Trockenhefeportion 
Alter der — - : 
Keimpflanzen . . 
in Tagen CO, Alkohol co, Alkohol 
mg mg mg mg 

1 65.8 60,2 110.2 120.4 
3 50.6 54,0 100.6 108,1 
5 32.8 30.0 68,2 60.1 


Es ist selbstverstandlich, daB die oben genannten Extrakte, die 
eine Unmenge verschiedener Stoffe enthalten, auf das dialysierte und 
native Mehl auch ungleich wirken kénnen. Im ersten Falle gart das 
Mehl ohne Komplementzusatz gar nicht, im zweiten ist dieses vor- 
handen, und in seiner Gegenwart kénnen auch andere Aktivatoren 
wirken. 


' W. Zaleski und A. Re nhard, diese Zeitschr. 35, 228, 1911. 
2 L. Iwanojff, Ber. bot. Ges. 31, 1911. 
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So zeigen unsere in einer anderen Arbeit beschriebenen Versuche, 
daB Methylenblau, Hydrochinon und Brenzeatechin unter bestimmten 
Bedingungen eine stimulierende Wirkung auf die Alkoholgirung des 
nativen Erbsenmehls ausiiben kénnen, aber auf die des dialysierten 
wirken sie gar nicht. Weiter beférdern alkalisch reagierende Phosphate 
nur die Alkoholgarung des nativen Mehles. 

Wir haben die Wirkung verschiedener Wasserstoffdonatoren und 
Wasserstoffakzeptoren auf die Alkoholgirung des dialysierten Erbsen- 
mehls gepriift, aber kein positives Resultat erhalten. 

Der Grad der Wirkung des Aktivators der Erbsenzymase ist je 
nach Menge und Zustand derselben verschieden. 


Ve rsuch 2 
Das Meh! der unreifen und ganz reifen Samen wurde der Dialyse unter 
worfen. Zum Vergleich wurden die Samen mit 100 und 30 Keimprozent 
genommen. Das dialysierte Mehl wurde mit Wasser und Trockenhefe- 
extrakt versetzt. Versuchsdauer 20 Stunden. JT = 20°. 





COs, in mg 


, Samen mit Samen mit 
( — Semen 100 Keimprozent 3) Keimprozent 
8 (10 g) (10g) 
Wasserportion. .. ... 3.6 1,2 1,2 
Trockenhefeportion. . . . 26,4 24.3 12,0 


Die Energie der Arbeit der Zymase hangt also nicht nur von der 
Menge des Komplements, das in diesem Falle in einem Uberschu8 
vorhanden ist, sondern auch von der Beschaffenheit des Ferments ab. 
Es spielen dabei die Menge, Konzentration und der Zustand der Zymase 
eine wichtige Rolle. 

Es drangt sich nunmehr die Frage auf, ob wir dazu berechtigt 
sind, diesen Aktivator der Erbsenzymase, der die Extrakte der Hefe, 
Muskeln und Erbsensamen enthalt, und der als Coferment wirkt, 
mit der Cozymase der Hefe zu vergleichen. 

Was zuerst die chemische Natur dieses Aktivators der Erbsen- 
zymase betrifft, so kann man nach unseren noch im Gange befindlichen 
Untersuchungen vorliufig sagen, daB er eine Reihe der Eigenschaften 
hat, die man der Hefe-Cozymase zuschreibt. So ist dieser Stoff relativ 
thermostabil, wird durch Alkohol, Bleiacetat und Tannin gefallt und 
durch Kaliumearbonat zerstért. 

Dieser Aktivator wird aus Trockenhefe beinahe vollstandig mit 
50°%,igem Alkohol extrahiert und durch 80°,igen Alkohol gefallt. 


Versuch V1. 


Zuerst extrahierten wir Trockenhefe mit 95°%,igem Alkohol zweimal 
1 Stunde lang auf dem Wasserbad mit RiickfluBkiihler. Eine kleine Portion 
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der extrahierten Hefe wurde getrocknet, die ubriggebliebene wurde nach 

und nach mit 80- und 50°,igem Alkohol in derselben Weise extrahiert und 

dann auch getrocknet. Die extrahierten Stoffe wurden zur Bereitung de: 

Extrakte benutzt. 

Je 10g dialysiertes Erbsenmehl + 12cem 1. Wasser, 2. Trockenhefeextrakt, 
3. Extrakt aus der mit Alkohol extrahierten Hefe. 


Wasser cc eee ne, 4 a 15mg CO, 
MERE 6 6 sc tet eth ew tw oe oe 
Hefe extrahiert mit 95°,igem Alkohol. . .. . . . 16,2 ,, CQ, 
o o —— eo -” + «cee 6 oe 2 oe 
ae -” (os ae ela ee a 


Versuch VII. 


Je 2g Trockenhefe wurden mit Wasser unter Toluolzusatz 4 Stunden 
lang stehengelassen und dann mit absolutem Alkohol bis auf 50 bis 80‘ 
versetzt. Der so erhaltene Niederschlag wurde abfiltriert, mit Alkoho! 
ausgewaschen, getrocknet und zur Bereitung des Extrakts benutzt. 

Je 10g dialysiertes Mehl + 12 cem des Trockenhefeextrakts : 

Hefe durch 50°%,igen Alkohol gefallt. . . .. . . . 13,8mg CO, 

80, _ —— awe fl 


Der Aktivator wird durch andere Stoffe adsorbiert und dadurch durch 
50°% igen Alkohol mit gefallt. 

Der Aktivator wird nicht durch Kupfersulfat und Caleiumhydroxyd 
nach der Methode von Salkowski gefillt. 

Zuletzt haben wir diesen Aktivator genau nach Vorschrift von 
Euler’ aus dem Erbsensamenextrakt mit Bleiacetat gefallt und dann 
nach Entfernung des Bleies und Schwefelwasserstoffs in einem Falle 
direkt dweh Alkohol, im anderen zuerst durch Tannin und dann durch 
Alkohol gefallt. Die so erhaltenen Niederschlage wurden auf dem 
Filter gesammelt und dann getrocknet. Das Filter wurde mit Wasser 
extrahiert und die Lésung zu den Versuchen benutzt, da die Substanz- 
menge zu gering war. 

Versuch VIII. 


Je 10g dialysiertes Mehl + 12 cem Praéparatlésung. 
ON 9G eee eee ewe Re a a oa 15,2 mg CO, 
OR a SN Ca ae ee ice 86rd ews CO 
Wasser 1,2 bis 1,4 ,, CO, 


Wir hoffen, diesen Aktivator in einer gréBeren Menge zur Unter- 
suchung seiner chemischen Natur zu erhalten. 

Die Rolle und die Teilnahme des Komplements der Erbsenzymase 
an der Alkoholgarung ist unklar. In Anbetracht der oben angefiihrten 


1 Euler und M yrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 1924; 139, 1924, 
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Tatsachen hatte man erwarten kénnen, daB der Aktivator bei der 
Alkoholgarung der Erbsen dieselbe Rolle wie die Cozymase der Hefe- 
garung spielt. 

Man nimmt an, daB die Hefe-Cozymase eine gewisse Rolle im 
ersten Akte der Garung spielt, da sie an der Phosphorylierung der 
Hexosen notwendigen Anteil nimmt. In der Tat, wenn man nach 
Euler! untergirige Hefen auswascht, bis sie nicht mehr garen, so 
phosphorylieren sie auch nicht mehr. Nur durch Hefekochsaftzusatz 
gewinnt die Trockenhefe ihre Fahigkeit zur Phosphorylierung wieder. 
Dieselben Rassen der Hefe, die schlecht oder gar nicht phosphorylieren, 
enthalten meist auch keine Cozymase. Es ist also klar, daB die Hefe- 
Cozymase in einem solchen Stadium der Hefegarung eine Rolle spielt, 
die mit Phosphatbindung verbunden ist. 

Den ProzeB der Phosphatbindung bei den Erbsensamen hat vor 
kurzet Bodndér*® nachgewiesen. Diesen Befund kénnen wir jetzt be- 
statigen, dennoch ist die Natur und die Rolle der gebildeten Produkte 
noch unbekannt. Aber wenn wir sogar annehmen, daB die Phosphat- 
bindung bei Erbsengiirung dieselbe Rolle wie bei der Hefegarung spielt, 
so miissen wir auch in diesem Falle dem Aktivator der Erbsenzymase 
eine andere Rolle in der Alkoholgarung zuschreiben. 

So zeigen unsere in einer anderen Arbeit beschriebenen Experimente, 
daB das dialysierte Erbsenmehl auch nach Zusatz von aus Muskeln, 
Hefe und Erbsensamen bereitetem Extrakt nicht zu phosphorylieren 
vermag. Wenn wir in einem noch nicht naher bestimmten Falle Phos- 
phorylierung bei dem dialysierten Mehle ohne Kochsaftzusatz beob- 
achteten, so spricht auch diese Tatsache, wenn sie richtig ist, nicht 
zugunsten einer Beteiligung des Aktivators an der Phosphatbindung. 

Es ist wahrscheinlich, daB die Phosphatbindung kein normales 
Zwischenstadium des Hexosenabbaues bei den héheren Pflanzen dar- 
stellt. So konnten wir keine Phosphatbindung in den unreifen Erbsen- 
samen finden, und dennoch ist die Alkoholgairung derselben sehr 
energisch. Unsere Bemiihungen, Phosphatbindungsprozesse in Samen 
anderer Pflanzen zu finden, haben bis jetzt zu keinem positiven Resultat 
gefiihrt. Wir haben also diesen ProzeB nur bei reifen Erbsensamen 
nachgewiesen. 

Wie es auch sei, jedenfalls ist es klar, daB dieser unbekannte 
Aktivator der Alkoholgirung der Erbsensamen und die Hefe-Cozymase 
nicht wirkungsidentisch sind. 

Man kann vermuten, daB das Erbsenmeh! auch das lingst gesuchte 
Joferment der Zymase enthalt, dieses aber so fest gebunden ist, dab 


' Euler und K. Myrbdck, Zeitschr. f. phys. Chem. 189, 1925. 
2 J. Bodndr, \.c¢. 
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es durch Dialyse nicht entfernt werden kann. In diesem Falle ware es 
méglich, unsere Versuche tiber den PhosphatbindungsprozeB bei Erbsen, 
einfacher zu deuten, aber vorlaufig haben wir keinen experimentellen 
Grund zu dieser Vermutung. 


Und zuletzt miissen wir uns die Frage stellen, ob dieser unbekannt« 
Aktivator eine Kinase darstellt, die Zymasezymogen aktiviert. Dir 
Existenz des Zymasezymogens ist aber unbewiesen. 


Schon friiher behauptete Jwanoff!, daB Erbsensamen ein Zymase 
zymogen enthalten, und vor kurzem versuchte Bodndr*, diese Ansicht 
zu bestatigen. Zugunsten dieser Annahme spricht nur die Tatsache 
daB das Erbsenmehl in der Luft mehr CO, und Alkohol als im Vakuum 
bildet, aber wenn man es | bis 11, Tage lang Sauerstoff absorbieren 
laBt, so girt es in beiden Fallen gleich stark. Es ist klar, daB der Sauer 
stoff die Alkoholgarung des Erbsenmehls stimuliert, aber diese Tatsache 
kann in verschiedener Weise gedeutet werden. So z. B.: 


Versuch 1X. 


Je 10g Mehl der unreifen und gereiften ruhenden Erbsensamen mit 100 
und 30 Keimprozent + 12 cem Wasser. Versuchsdauer 20 Stunden. 7’ = 23°. 





In der Luft Im Vakuum 
S 
— CO, = Alkohol ~— Alkobol CO, ~— Alkohol — Alkohol 
mg mg CO, me mg ore 
Unreifex ...... 51,8 51,5 100 32.4 30,0 94 
Mit 100 Keimprozent 42.5 40.4 95 30.6 31,4 101 
i ~ 20,5 20.8 109 20,4 20,9 100 


Die Differenz der an der Luft und im Vakuum gebildeten CO,- 
und Alkoholmengen ist bei unreifen Samen etwas gréBer als bei gereiften 
ruhenden. Es ist kaum zu denken, da8 die unreifen Samen relativ 
mehr Zymasezymogen als die ruhenden enthalten. 


Weiter miissen wir schlieBen, daB schlecht keimende Samen kein 
Zymasezymogen enthalten, da sie in der Luft ebensoviel CO, als im 
Vakuum ausscheiden, oder daB sich Zymase aus ihrem Zymogen ohne 
Sauerstoffzutritt bildet. Die Annahme der Existenz des Zymogens 
kommt uns aber sehr bedenklich vor. 


Die Wirkung des Sauerstoffs auf die Alkoholgirung des Erbsen- 
mehls kann man in einer anderen Weise deuten. 


1 L. Iwanof/, 1. ¢. 
2 J. Bodnar, 1. c. 
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Unsere Versuche zeigen, daB dieser unbekannte Aktivator der 
\lkoholgarung des Erbsenmehls verschieden stark an irgendwelche 
Kolloide seines natiirlichen Mediums adsorbiert wird. 


Versuch X. 


Je 10g dialysiertes Mehl der unreifen Samen + 5 cem Wasser und Trocken- 
hefeextrakt. Versuchsdauer 48 Stunden. J = 22°. 


Fy le eae 6 “ha er eee 5 24 48 Stunden 
ag" Bal ak er ee eee a a 3,7 mg CO, 
Trockenhefeextrakt ......... . 26,4 17,4 , CQ, 


Wir haben schon oben gesehen, daB das dialysierte Mehl der 
ruhenden Samen héchstens in Spuren CO, ausscheidet. Hingegen 
bildet das dialysierte Mehl der unreifen Samen eine merkliche C0O,- 
Menge. Der Aktivator wird also in den unreifen Samen fester als in 
ruhenden gebunden. 

Wir vermuten, daB der Sauerstoff nicht nur die Bildung und 
Freilegung des Aktivators stimuliert, sondern auch diesen gegen an- 
greifende Wirkung anderer Fermente stiitzt. Auf diese Weise kann 
man eine stimulierende Wirkung des Sauerstoffs auf die Alkoholgarung 
der Erbsensamen einfacher erklaren, als wenn man die Existenz des 
zufalligen Zymogens annimmt. Es ist auch méglich, daB der Sauerstoff 
unter bestimmten Bedingungen den Aktivator der Garung auch oxy- 
dieren kann. Durch die Bildung und Zerstérung des Aktivators kann 
die Pflanze die Wirksamkeit des Zymaseapparats regulieren. Die Rolle 
dieses Aktivators der Alkoholgarung der Erbsensamen gedenken wir 
eingehender zu untersuchen. 

Zuletzt sei erwahnt, daB unsere noch nicht beendigten Versuche 
zeigen, daB das durch Dialyse inaktiv gewordene Mehl unter den noch 
nicht naher bestimmten Bedingungen auch ohne Aktivatorzusatz seine 
Fahigkeit zur Alkoholbildung zuriickgewinnt. Diese Tatsache bedarf 
einer eingehenden Untersuchung. 


Hauptergebnisse, 


1. Wir haben den Befund von Bodnér bestatigt, daB zur Wirksam- 
keit der Erbsenzymase ein Stoff notwendig ist, den wir vorliufig 
Aktivator der Erbsenzymase nennen. 

2. Den Kochsaft der Erbsensamen kann man durch den der Hefe 
und Muskel ersetzen. Die Erbsensamen-, Hefe- und Muskelextrakte 
stimulieren die Alkoholga:ung auch des nativen Erbsenmehls. 


. 


3. Es wurden die Eigenschaften des spezifischen Aktivators der 
Erbsenzymase beschrieben. Dieser Aktivator spielt keine Rolle bei 
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der Phosphorylierung der Hexosen wahrend der Alkoholgirung 
Erbsensamen. Man kann nicht diesen Aktivator durch irgendwelc! 
Wasserstoffdonatoren oder Wasserstoffakzeptoren ersetzen, die Rol! 
derselben ist bis jetzt unklar. 

4. Die Annahme der Existenz eines Zymasezymogens ist ent 
behrlich. Eine stimulierende Wirkung des Sauerstoffs auf die Alkoho 
garung der Erbsensamen beruht nicht auf einer Umwandlung «: 
Zymasezymogens in freie Zymase, sondern hangt vermutlich von eine) 
Bildung und Freilegung des Aktivators der Erbsenzymase im Verlaut 
der Garung ab. 











Uber Methyl-n-nonyl-keton 
aus dem itherischen (1 der Sojabohne (Glycine soja Sieb.). 
| Von 
Hans Sehmalfu8 und Albert Treu. 


Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1927.) 


Das rohe Sojaél besitzt einen unangenehmen Geruch, der lebhaft 
an Ausscheidungen gewisser Blattwanzen erinnert. 

Wie wir fanden, enthalt das atherische Ol der Sojabohne groBe 
Mengen des stark riechenden Methyl-n-nonylketons. 

Isolierung des Methyl-n-nonyl-ketons als Semicarbazon,. 

Wir verseiften das fette Rohél! der Sojabohne mit Kalilauge. 
Dann bliesen wir das atherische Ol mit Wasserdampf ab und nahmen 
es mit Ather auf. Den wasserfreien Verdampfungsriickstand destillierten 
wir bei einem Druck von 16 mm und verwandelten einen Teil der Frak- 
tion 80° bis 140° in das Semicarbazon. Zu diesem Zweck neutralisierten 
wir 2,2 g Semicarbazidhydrochlorid vorsichtig mit 30°,iger wasseriger 
Natronlauge, setzten 25cem absoluten Alkohols zu und filtrierten 
vom ausgeschiedenen Natriumchlyrid ab. Zum Filtrat fiigten wir dann 
7,.2g des atherischen Oles hinzu 

Im Verlauf eines Tages schied sich das Semicarbazon ab, das, 
auch im Gemisch mit synthetischem Semicarbazon des Methyl-n-nonyl- 
ketons (F. P. 122°), bei 122° schmolz. 


1. 0,004642 g Substanz: 0,748 cem N, (20°; 760 mm), 


2. 0.006291 ¢ _ 1025 ,, N, (23°; 758 ,, ). 
Ber. fiir Cy,H,,ON,: 18,49°, N, 
Gef. 1.: 18,40°, N, 
2.3 18.37% N. 


Molekulargewichtsbestimmung (im Depressimeter nach J. FP. Eykman?) 
1. 0,1180g¢ Substanz in 4,6615g Phenol. Depression 0,87°, 
2. 0,3280 ¢ - » 54,6782 ¢ , aE 1,93°, 
Ber. fiir C,,H,,ON,: 227, 
Gef. l: 210, 
2: 216. 
1 Rohmaterial, in dem atherisches Ol bereits angereichert war, wurde 
uns von der Firma Noblé: & Thérl in Harburg zur Verfiigung gestellt, 


wofiir wir auch an dieser Stelle herzlich danken. 
2 Houben, Die Methoden der organischen Chemie 1, 931, 1925. Thieme, 


Leipzig. 
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Kolorimetrische Kalibestimmung in wisserigen 
Bodenausziigen als Indikator der Diingungsbediirftigkeit. 


Von 
Antonin Némee. 
(Aus den Staatlichen Versuchsanstalten fiir Pflanzenproduktion in Prag. 
(Eingegangen am 22. Juli 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Ermittlhing der Nahrstoffbedinftigkeit landwirtschaftlich 
bebauter Béden fiir verschiedene Kulturpflanzen durch eine zuverlissige 
und rasch ausfiihrbare Laboratoriumsmethode stellt eine der wichtigsten 
praktischen Fragen der heutigen Agrikulturchemie vor. Die MiBerfolge 
der Anwendung von konzentrierten und verdiinnten Mineralsiure- 
lésungen bei Herstellung und Analyse von Bodenausziigen und die 
Unmiglichkeit, aus diesen Untersuchungen zuverlissige Hinweise auf 
pflanzenzugangliche Niahrstoffreserven zu bekommen, hat in letzten 
Jahren die Hoffnungen, dieses Problem durch rein chemische Boden- 
analysen zu lésen, ziemlich erschiittert. Von den rein chemischen Ver- 
fahren haben sich in vielen Fallen nur diejenigen als brauchbar bewahrt, 
welche zur Herstellung von Bodenextrakten sehr verdiinnte Lésungen 
organischer Saéuren oder mit Kohlendioxyd gesittigtes Wasser ver- 
wenden. 

Dies sind namentlich das Verfahren von Dyer', bei welchem der Boden 
mit 1°,iger Citronenséurelésung in der Kalte extrahiert wird, und weiter 
die Methoden von Mitscherlich® und Biéler-Chatelan*®, welche zur Ge- 
winnung des Bodenextrakts kohlenséuregesittigtes, destilliertes Wasser 
benutzen. Nach neueren Untersuchungen von Kénig und Hasenbdumer* 
hat sich herausgestellt, daB mittelschwere Béden, welche 180mg K,O 
léslich in 1 °,iger Citronensaéure fiir 1 kg Boden enthalten, mit geniigend fiir 
Pflanzen aufnehmbaren Kaliverbindungen versorgt sind, um Vollernten 


1 B. Dyer, Transact. Chem. Society, 115, 115, 1894; Phil. Transact. 
194, B., 235, 1901. 

2 E. A. Mitscherlich, Landw. Jahrb. 39, 309, 1909. 

3% Biéler-Chatelan, C. r. Acad. Science Paris 150, 716, 1910. 

* J. Kénig und J. Hasenbdumer, Zeitschr. f. Pflanzenernahr. u. Diing. 
5, 497, 1924. 
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iefern zu kénnen. Nach Biéler-Chatelan liegt ein Diingungsbediirfnis fiir 
Kali vor, wenn der Boden weniger als 150 mg K,O im kohlenséurehaltigen 
Wasserextrakt aus 1 kg Boden enthalt. Von den chemischen Bodenanalysen 
nuB weiter noch die Bestimmung der relativen Citronensdureléslichkeit 
nach Lemmermann' erwihnt werden, welche die Kalibediirftigkeit von 
\ckerbéden auf Grund des Verhaltnisses der Kaligehalte im Bodenauszug 
mit 1°,iger Citronenséure und in kalter konzentrierter Salzséure feststellt. 

Die wenigen Erfolge der rein chemischen Bodenanalysen, welche 
die Bestimmung der assimilierbaren Kalimenge bezweckten, haben 
die Forschungen auf das pflanzenphysiologische Gebiet _hiniiber- 
gefiihrt. Die ,,wurzelléslichen“ Kaliverbindungen, die man zuerst 
durch Extraktion mit verdiinnten Saurelésungen dem Boden zu ent- 
nehmen versuchte, wurden mittels wachsenden Pflanzenorganismus 
dem Boden entzogen und nach kurzer Vegetationsdauer in den Keim- 
pflanzen die Menge des aufgenommenen Kalis festgestellt. 

Auf diesem Prinzip ist die Keimpflanzenmethode von Neubauer*® auf 
gebaut, welche auf Grund empirisch ermittelten Kaligrenzgehalte in 
100 Roggenpflanzen, aufgewachsen waihrend 14 bis 18 Tagen auf 100¢ 
des untersuchten Bodens, die Kalibediirftigkeit desselben fiir verschiedene 
Kulturpflanzen qualitativ anzeigt. Die Ergebnisse dieser Methode, welche 
sonst den praktischen Forderungen eines verhaltnismaéBig expeditiven 
Verfahrens schon mehr entspricht, unterliegen nicht nur den natiirlichen 
Schwankungen des Nahrstoffgehalts im Boden, welche durch Einwirkung 
der Witterungsverhaltnisse, Pflanzenwachstum und andere herbeigefiihrt 
werden, sondern auch denen, welche durch alle in Erwagung kommenden 
Wachstumsfaktoren (Warme, Licht, Temperatur usw.) bewirkt werden. 

In der gegenwartigen Arbeit habe ich versucht, die Beziehungen 
zwischen dem Kaligehalt wasseriger Ausziige verschiedenster Biden 
und der Menge des pflanzenaufnehmbaren Anteils von Bodenkali 
festzustellen. Das Wasser kommt in erster Reihe in Betracht als natiir- 
liches Lésungsmittel der pflanzenzuginglichen Nahrstoffsubstanzen 
im Boden. Die Menge der léslichen Kaliverbindungen, welche sich in 
den natiirlichen Bodenlésungen befindet, ist jedoch sehr gering und 
unterliegt je nach dem Wassergehalte des Bodens ziemlichen Schwan- 
kungen. Zu dem obenerwihnten Zwecke wurde deswegen die Met hode 
der wasserigen Ausziige verwendet, wobei durch Einwirkung eines 
Wasseriiberschusses nicht nur die schon in Lésung begriffenen Kali- 
verbindungen dem Boden entnommen werden, sondern je nach dem 
Verhaltnis von Wasser zu Bodenmenge noch weitere Anteile léslich 
werden. Das Ansteigen von léslichem Kaligehalt mit steigender Wasser- 
menge zeigten schon Dyers* Versuche: 


1 O,. Lemmermann und Mitarbeiter, Landw. Versuchsstat. 89, 81, 1916. 

2 H. Neubauer und W.Schneider, Zeitschr. f. Pflanzenernahr. u. Diing. 
2, A. 1, 1923. 

3 B. Dyer, Journ. of Chem. Soc. 65, 115, 1894. 
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Verhaltnis Boden : Wasser as 
K,O in mg in kg Boden nach 8 Tagen. . . . 35 50 77 


Eingehendere Studien tiber die Beziehungen zwischen der allgemeinen 
Bodenfruchtbarkeit und dem Gehalt der wasserigen Bodenausziige an 
Nitraten, Phosphorsiure und basischen Ionen (Kali, Kalk, Magnesia) wurden 
von Burd' ausgefiihrt. Es hat sich herausgestellt, daB der Gehalt an den 
erwahnten Nahrstoffsubstanzen im Wasserextrakt der Béden die relative 
Produktionsfahigkeit in annaihernder Weise ausdriicken kann. Der Ver 
fasser hat die Hoffnung ausgesprochen, daB es mdéglich sein wird, innerhalb 
gewisser Grenzen durch Vergleich ahnlicher Analysen von Béden bekannte1 
Fruchtbarkeit die Ertragsfaihigkeit von sonst unbekannten Béden zu 
beurteilen. Ein soleches Verfahren kann aber nicht friiher praktisch an- 
wendbar erscheinen, bevor verschiedenste Boden in ihrer Zusammensetzung 
und Ertragsfahigkeit fiir verschiedene Kulturpflanzen eingehend studiert 
werden. Dabei muB auch der EinfluB des Nahrstoffentzugs durch wachsende 
Feldfriichte und die Schwankungen des wasserléslichen Nahrstoffgehalts 
wihrend der Wachstumszeit in Betracht gezogen werden. Diesbeziiglich 
wurden weitere Untersuchungen von Burd (l. c.) sowie von Stewart? ein- 
geleitet. In den Wasserausziigen von bewachsenen und von denselben 
unbewachsenen Béden konnten wahrnehmbare Unterschiede im Gehalt 
von Nitratstickstoff, Kalk, Kali und Magnesia festgestellt werden, wahrend 
im Phosphorsaéuregehalt keine bedeutenderen Schwankungen auftraten. Die 
armsten Béden zeigten die geringsten Gehalte an wasserléslichen Nahr- 
stoffen und zugleich auch die kleinsten Differenzen zwischen unbewachsenen 
und bewachsenen Béden. Auffallend bedeutende Unterschiede wurden 
bei den Untersuchungen verschiedener unbebauter Boden im Gehalt einzelner 
Nahrstoffe wahrgenommen. 


Ahnlichs Beobachtungen iiber den EinfluB von Jahreszeit und Nahrstoff- 
entzug wahrend des Pflanzenwachstums konnten in der durch die Pflanzen 
resorbierten Menge an Kaliverbindungen festgestellt werden. Ludor/f* 
untersuchte Bodenproben von demselben Feldstiick mit Hilfe der Neu- 
bauerschen Keimpflanzenmethode je vor und nach der Ernte und fand 
dabei eine Abnahme an Kaliwerten nach der Ernte von etwa 4mg K,O 
pro 100g Boden. Auch durch Extraktion mit 1°,iger Citronenséure wurde 
aus denselben Béden nach Abernten der Pflanzen weniger an Kalioxyd 
gelést. 


Kolorimetrische Kalibestimmung in wisserigen | Bodenausziigen. 


Zu der Kalibestimmung in wasserigen Bodenextrakten verwendeten 
Burd! und Stewart? ein Verfahren, welches auf der gewichtsanalytischen 
Bestimmung von Kaliumplatinchlorid beruht. Das kolorimetrische 
Verfahren, welches mit kleineren Bodenmengen zu arbeiten erlaubt, 
stiitzt sich auf die Reaktion von Platinchloridlésungen mit Zinnchloriir 


! J.S. Burd, Journ. of Agricult. Research 12, 297, 1918. 
2 G. R. Stewart, ebendaselbst 12, 311, 1918. 
3 W. Ludorff/, Landw. Jahrb. 65, 779, 1927. 
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(Gedroiz') in salzsaurer Lésung. Bei den von uns ausgefiihrten Be- 
stimmungen wurde folgenderweise vorgegangen: 

30 g lufttrockenen Bodens wurden mit 100 cem destillierten, absolut 
kalifreien Wassers eine halbe Stunde extrahiert, filtriert mit Schleicher- 
Schiillschem Faltenfilter (Nr. 605 hart) und von dem klaren Filtrat 
50cem in kleine Porzellanschalen abgemessen. Die Fliissigkeit wird 
mit 3 Tropfen verdiinnter Schwefelsdure (1:4) angesduert und am 
Wasserbade bis zur Trockene verdampft. . Die Porzellanschale mit 
dem Riickstande wird nun am Asbestnetz unter stindigem Bewegen 
vorsichtig erwirmt, um den Uberschu8 von Schwefelsiure abzu- 
dampfen, wobei ein Uberhitzen tunlichst verhindert werden muB. 
Hierauf wird der Riickstand auf der Schale iiber freier Flamme erhitzt, 
nach Erkalten der Riickstand mehrmals mit kleinen Mengen heiBen 
destillierten Wassers ausgelaugt und durch einen kleinen Tiegel mit 
poréser Filtrierplatte in eine kleine Porzellanschale filtriert (30 bis 
40ccm). Das Filtrat wird mit 3 bis 4 Tropfen verdiinnter Salz- 
siure (1:1) angeséuert, mit 2ccm Platinchloridlésung (5g PtCl, in 
400 com Wasser) versetzt und bis zur Sirupkonsistenz am Wasserbade 
abgedampft. Dabei darf der Riickstand in der Schale nicht tiberhitzt 
werden. Nach Erkalten wird nun der Riickstand mit kleiner Menge 
80°,igen Alkohols ausgelaugt, filtriert durch Quarzfiltertiegel und mit 
Alkohol nachgewaschen (etwa 20 ccm), bis das Filtrat farblos erscheint. 
Der Niederschlag im Quarzfiltertiegel wird dann durch heiBes Wasser 
gelést und in einem 100-cem-MeBkolben gesammelt. Das Volumen 
des Filtrats wird auf 80ccem gebracht, von einer Biirette zu der 
Flissigkeit genau 3ccm einer Zinnchloriirlésung in konzentrierter 
Salzsiwe zugesetzt (75 g Zinnchloriir in 400 ccm konzentrierter Salz- 
sire) und dwehgemischt. Nach 20 Minuten wird die nun braun gefarbte 
Lésung mit destilliertem Wasser bis zur Marke (100 ccm) aufgefiillt 
und nach weiteren 15 Minuten mit der Standardlésung verglichen. 

Als Standardlésung wurde eine Platinchloridlésung verwendet, 
deren Platingehalt in 50cem 1 mg K entspricht (2.4961 mg Pt ent- 
sprechen Img K). Von dieser Standardlésung werden 50 ccm in einen 
100-cem-MeBkolben abgemessen, auf 80ccm mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt und 3cem Zinnchlorirlésung in konzentrierter Salzséure 
gugesetzt. Nach 20 Minuten wird mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt und zum Vergleich im Kolorimeter verwendet. 

Die Standardplatinlésung muB in braungefarbten Flaschen im 
Dunkeln aufbewahrt werden und kann, vor Eindringen von Staub 
und reduzierenden Stoffen geschiitzt, mehrere Wochen unverandert 
bleiben. Siamtliche Reagenzien miissen vor der Verwendung auf 


' K. K. Gedroiz, Chem. Bodenanalyse, 8. 186. Borntraeger, 1926. 
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Reinheit gepriift werden. Es wird empfohlen, mit destilliertem 
Wasser einen blinden Versuch anzustellen. 
Gehalt an wasserlislichem Kali in den Wasserextrakten und Assi 
milation der Kaliverbindungen von verschiedenen Béden durch die Pflanze. 
Wahrend der Studien iiber Kalibediirftigkeit verschiedener Béden 
habe ich versucht, bei einer Reihe von Bodenproben die Beziehungen 





K,O in mg 


in 1000 g Boden kolori- 
metrisch im Wasserextrakt 
bestimmt 


Herkunft des Bodens resorbiert aus 100 g Boden 
nach Neubauer 


Bystre “yh Ge ae a a 34,96 131,2 
ee 30,60 104.4 
eh ee a ee 27,94 84.9 
SE ee ay - 27,11 86.7 
Se es Se Ser 26,90 93,6 
SR er ene a et Ae es 25,48 76.5 
Ee ee oe eae 25,14 78,7 
RS ee ee. ee es 23,12 75.4 
| RS ae ae eee 21.81 80,2 
BR ee 21,47 72.0 
ane le lan ts 21.46 74,0 
Eg 6 oo @ 5 ee 21,14 82,8 
SE eee 19,85 69,8 
SS ee ee 16.41 63.8 
ER 8 wb iw 4: we ek 15,05 59.4 
ta 1 4B, ab gf OSS me 13,80 46,1 
Se, Ble, tein. oo ale 12.45 47.5 
ie eer 11,73 43.6 
RR cee 11,45 61,9 
A 11,29 39.8 
SRE Schoey <5 4 4. bs 10,36 51,2 
eS ee 10,13 66.9 
OS ne eee 9,26 47.4 
ee ee ee ee 8.97 41,2 
ee ee a ee 8.93 47.9 
Libdjovice ......... 8.88 46,4 
odébrady i.omwis oe Ss. Oe Ue 8,54 41,5 
I ns a 8,36 39.8 
OO SE ee ee 7,72 40,7 
Roudnice - = ew tele. sees 7.16 38,8 
Ape anatay Seer direaae 6,80 34,8 
ee ee of 5.94 34.6 
eee ere ae 5,85 31.6 
Ee ee 5,02 43,2 
SE ae ee 4,73 43,1 
a Ge a 4,7: 32,5 
DNB Gis test, wed 4,01 44.6 
Horice cae, Pir a eee 2.51 32,2 
J) Sree ee 1.01 21.2 
Filipov 0.63 19.5 


Ret ER ai ee 1.16 23.9 
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zwischen dem relativen Gehalt an wasserléslichem Kali und der Menge 
durch die Pflanze aufgenommener Kaliverbindungen zu_verfolgen. 
Die Assimilationsintensitat vom Bodenkali wurde mit Hilfe der Neubauer- 
schen Keimpflanzenmethode festgestellt, die gleichzeitig Auskunft 
iiber Kalibediirftigkeit des Bodens liefern kann!. Die Versuche wurden 
genau nach den Angaben von Veubauer angestellt: 100g Boden wurden 
mit 50 g Quarzsand gemischt, in kleinen Glasschalen (100 qem Boden- 
flache) mit 250 g Sand iiberschichtet und mit 100 Roggenkérner besit. 
Nach 14 Vegetationstagen wurden die Versuche abgebrochen und in 
der ganzen Pflanzensubstanz (Sprosse und Wurzeln) nach Abspiilen 
von Sand und Boden durch Wasserstrom die Menge des resorbierten 
Kaliums in der Asche bestimmt. Die Differenz gegeniiber den Blind- 
versuchen (in reinem Sande ausgefiihrt) gibt die Menge des aus dem 
Boden aufgenommenen Kalis an. 

In der vorstehenden Ubersichtstabelle sind die Ergebnisse der Ver- 
suche, sowie der Gehalt der untersuchten Bodenproben an wasser- 
léslichem Kali angefiihrt. 
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Abb. 1. 


Aus der graphischen Darstellung der Versuchsergebnisse ist er- 
sichtlich, daB zwischen der von den Pflanzen aufgenommenen und der 
im wasserigen Bodenextrakt festgestellten Kalimenge eine annihernde 
Beziehung besteht. Von den Béden, welche die kalireichsten Wasser- 
extrakte lieferten, wurden die gréBten Mengen an Kali durch die Roggen- 
keimpflanzen resorbiert und umgekehit. Da nach Neubauer auf Grund 
der von den Pflanzen assimilierten Kalimenge auf Kalibediirftigkeit 
der untersuchten Bodenproben geschiossen werden kann, erscheint es 


' H. Neubauer und W. Schneider, Zeitschr. f. Pflanzenernahr. u. 
Diing. 2, A., 1, 1923. 
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wahrscheinlich, daB auch die einfachere und kiirzere Bestimmung des 
Kaligehaltes in wasserigen Bodenausziigen gewisse Anhaltspunkt: 
fiir das Beurteilen der Kaliversorgung von Béden liefern kénnte. Dix 
Feststellung der allgemein giiltigen Grenzwerte fiir die Beurteilung 
der Diingungsbediirftigkeit wird jedoch denselben Schwierigkeiten wi: 
bei der Newbauerschen Methode begegnen, da die Grenzzahl von dem 
méglichen Vollertrag, dessen GréBe man nicht bestimmt kennt, sondern 
nur voraussetzt, abhingig ist!. Die Bestimmung kann aber einen 
vergleichbaren MaSstab fiir die aufnehmbaren Kalimengen liefern 
welcher erlaubt, die reich versorgten von den kaliarmen Béden qualitatiy 
abzutrennen. 


' H. Wiesmann, Zeitschr. f. Pflanzenernéhr., Diing. u. Bodenkunde 6, 
B., 68, 1927. 

















Uber den Stoffwechsel der Netzhaut. 


Von 
Hans Adolf Krebs. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Abt. Warburg, Berlin- 
Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1927.) 


Nach friitheren Versuchen aus diesem Institut zeichnet sich die 
Netzhaut durch einen besonders groBen Spaltungsstoffwechsel aus?. 
Die iiberlebende Rattennetzhaut bildet anaerob pro Stunde 30 bis 35% 
ihres Trockengewichts an Milchséure, aerob 12 bis 16%. Ich habe 
mich mit dem Stoffwechsel der Vogelnetzhaut beschaftigt und gefunden, 
daB die Netzhaut des Huhnes anaerob pro Stunde bis zu 55°%, Mileh- 
siure ihres Trockengewichts an Milchséure bildet, die Netzhaut der 
Taube sogar bis zu 84%. Der Spaltungsstoffwechsel der Vogelretina 
ist also weitaus gréBer als der Spaltungsstoffwechsel der Ratten- 
netzhaut. 

Weiterhin hat sich gezeigt, daB die tiberlebende Vogelnetzhaut 
nicht atmet oder nur so wenig, daB ihr Oxydationsstoffwechsel gegen- 
iiber dem Spaltungsstoffwechsel verschwindet. Will man nicht an- 
nehmen, daB der Oxydationsstoffwechsel der Vogelnetzhaut beim 
Herauspraparieren aus dem Kérper vernichtet wird — was unwahr- 
scheinlich ist? — so folgt aus meinen Versuchen, daB die Vogelretina 
auf Kosten des Spaltungsstoffwechsels lebt. 


1. Methode, 


Die Versuchstiere werden durch Halsdurchschneiden getétet. 
Gleich nach dem Tode wwde der Bulbus enukleiert, am Aquator 
aufgeschnitten und in kérperwarmes, mit 5 Vol.-°%,, Kohlensaiure ge- 


' O. Warburg, K. Posener und E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 333, 1924. 

2 Im Gegensatz zu einer friiher von mir geéuBerten Vermutung (diese 
Zeitschr. 152, 333, 1924) ist dies nunmehr auch fiir die Rattenretina un- 
wahrscheinlich. Warburg. 
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sittigtes Tauben- oder Hiihnerserum eingetaucht. Die Netzhaut lief 
sich von der Pigmentschicht und vom Glaskérper leicht abstreifen 
Fiir die Stoffwechselmessung benutzte ich von der Netzhaut (die in 
toto etwa 8 mg wiegt) ein kleines Stiick von etwa 0,5 bis 1,5 mg Trocken 
gewicht. Das Praparieren geschah bei schwachem kiinstlichen Licht 

Der Stoffwechsel wurde mit den friiher beschriebenen manometrischen 
Methoden! in Tauben- oder Hiihnerserum im Dunkeln gemessen. In 
Ringerlésung und in inaktiviertem Pferdeserum waren die Stoffwechsel- 
gréBen kleiner als in Vogelserum. In Taubenserum und Hiihnerserum 
war dagegen der Stoffwechsel der Taubenretina gleich. — 

Will man neben einer groBen Garung eine kleine Atmung messen 
so ist das sicherste Verfahren ein Vergleich der Druckanderungen in 
Sauerstoff und in Stickstoff. Ist eine Atmung vorhanden, so ist der in 
Stickstoff gemessene positive Druck gréBer als der in Sauerstoff ge 
messene Druck, sowohl wegen der Atmung (die immer negative Drucke 
erzeugt) als auch wegen der Wirkung der Atmung auf die Garung 


Il. Ergebnisse. 

Die Tabelle enthalt die Ergebnisse von 5 Versuchen. Ein aus- 
fiihrliches Protokoll findet man in Abschnitt IV. Sowohl Q} als auch Q9? 
wurden durch Multiplikation der in Sauerstoff beobachteten Druck- 
anderung (pro Milligramm und Stunde) mit der ,,GefaBkonstanten 
fiir Milchsiure“ erhalten. 


Tabelle. 


Stoffwechsel der Hiihner- und Taubennetzhaut (40°). 





Material Medium OY Qy 
Hiihnernetzhaut Hiihnerserum + 134 + 137 
es 2 + 82.5 + 77 
Taubennetzhaut Taubenserum + 169 + 162 
“ Hihnerserum + 184 + 191 

° a + 198 + 209 


Aus den Versuchen geht folgendes hervor: 

1. Q9? und Q¥ sind in allenVersuchen innerhalb der MeBgenauigkeit 
gleich. Die Atmung ist also Null oder sehr klein. 

2. Die Qy-Werte liegen beim Huhn zwischen + 77 und + 137, 
bei der Taube zwischen + 162 und + 209, Schwankungen, die nicht 
durch die Methode, sondern durch individuelle Unterschiede der Netz- 
haute bedingt sind. Die Garung der Vogelnetzhaut ist die gréBte Garung, 
die fiir tierische Gewebe gefunden ist. 


1 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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Ill. Stoffwechsel der embryonalen Hihnernetzhaut. 





3 

: Die Netzhaut eines 16 Tage alten Hiihnerembryos ergab folgende 

n stoffwechselquotienten (Protokoll 2): 

. , os N K . ‘ 
Qo, — 10,6 Y + 33) QY + 54 Meyerhof-Quotient 2,0. 

Danach besitzt die Netzhaut des Hiithnerembryos im Gegensatz zur 

Netzhaut des erwachsenen Huhnes eine betrachtliche Atmung. 

IV. Protokolle. 

1. Stoffwechsel der Taubenretina in Hiihnerserum (40°). 

GetaB I° GetaB Il* 

, Gasraum. . ; . 5 Vol» COz, in O» 5 Vol. CO, in Ny 
Volumina in com . Ue = 377 ur 4 Vy 371 Up=4 
GefaSkonstanten in qmm . ioe = 0,532 kon” 0,527 

Ju) Ju 

{ } = 0,000 } 0,090 

Sp M Jp M 

jPerum — 89? ,eeram 0 RST 
lrockengewicht der Netzhaut . 0,80 mg 1,35 mg 


Druckanderungen in 15’ 
BN el a eerie % al + 445 + 79.5 
O» No 
Qo = + 198 Oy = +209 
* Form der GefaBe: siehe 0. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, S. 108, Abb. 1. 
Das Gesamtvolumen eines GetaBes betrug etwa 8 ccm 


2. Stoffwechsel der embryonalen Hiihnerretina in Hithnerserum. (16 Tage 
alter Hiihnerembryo.) 40°. 





GetaB I GefaB I 
Volumina in com ..... Ug = 69 Up 1 Vg = 421 Up = 35 
GefaB®konstanten in qmm . ko = 0,605 a? = 0,654 Ko. = 0,374 KBinger == 0,545 
2 2 2 2 
tdu m4 Ju 
{ } 0,137 | J 0,092 
Sp'y Py 
or - 0791 = 0,867 
Trockengewicht d. Netzhaut 0,51 mg 2,25 mg 
ae 5 Vol.-%/9 COg in Og 5 Vol.-%/9 CO, in Og 
Druckanderungen in 30’ 
Se ee + 155 + 25.5 
Gememm .....-. 5 Vol.-°/, COg in Ng 5 Vol-%9 COg in Ng 
Druckanderungen in 15’ 
CMR nick on «i + 14 + 34.5 
. “ ‘ 0. - Ne . 
Stoffwechselquotienten Q, 19.6 Qe + 43.8 Oy + 33 Qi? + 54 


QY eis Q; 
Meyerhofquotient | @,, 
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eUber die quantitative Bestimmung des Carnosins. 


Von 


Franz Meinrad Kuen. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 


Universitatsinstitut.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das Carnosin stellt bekanntlich einen der Hauptbestandteile des 
Muskels dar, welcher sich in weiter Verbreitung bei den meisten 
Wirbeltieren findet. Es fehlt nur bei manchen Fischen (Anacanthinen 
wie Gadus und Solea) und bei Wirbellosen. 

Die Konstitution des Carnosins -ist' bereits als f-Alanylhistidin 
definitiv festgestellt. Barger! schreibt ihm folgende Konstitution zu: 


HO—C .CH,.CH.COOH 

i. | 

HN. ON NH——co 
4 
CH CH, 


| 
CH, .NH, 


Das Carnosin ist eine sehr labile Substanz. In frischen Muskeln 
ist viel mehr davon gefunden worden als in Gefrierfleisch. Die Muskeln 
scheinen ein Agens zu enthalten, durch welches die Zerstérung des 
Carnosins katalytisch beschleunigt wird. 

O. Fiirth und seine Mitarbeiter haben die Menge desselben in 
1 kg frischen Fleisches auf 2 bis 3 g veranschlagt, wobei sie dasselbe 
nach zweierlei kolorimetrischen Methoden auswerteten. Die eine Me- 
thode beruht darauf, daB das Carnosin durch Kochen mit Kupfer- 
hydroxyd in eine schén violette, gut kristallisierende Kupferverbindung 
iibergefiihrt und die Firbung der Lésung mit einer Standardlésung 
von Carnosinkupfer verglichen worden ist. Die andere Methode beruht 
auf einer Farbenreaktion der Histidinkomponente mit Diazobenzol- 
sulfosaure. 


1 G. Barger und F. Tutin, Biochem. Journ. 12, 1918. 
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Da neuere auf dem letzteren Prinzip beruhende Beobachtungen 
von W. Mary Clifford vielfach Werte ergeben haben, die diejenigen 
des Fiirthschen Laboratoriums ganz erheblich tibertreffen, erschien 
eine neue Untersuchung des Gegenstandes geboten. 

Es war dies um so mehr der Fall, als neuere Untersuchungen von 
R. Krimberg die physiologische Bedeutung des Carnosins von neuen 
Gesichtspunkten aus erscheinen lassen. Bekanntlich wirkt Fleisch- 
extrakt sehr kraftig erregend auf die Sekretion des Magen- und Darm- 
saftes, und es erscheint wahrscheinlich, daB diese Wirkung mit dem 
Carnosin in engem Zusammenhang steht. Nach neuen Untersuchungen 
muB es allerdings fraglich erscheinen, ob diese Wirkung dem reinen 
unveranderten Carnosin eigentiimlich sei, oder ob sie nicht vielmehr 
irgend einem Umwandlungsprodukt desselben zugeschrieben werden 
miisse, 

Wir haben die Bestimmung des Carnosins nach verschiedenen 
Verfahren versucht. 1. Gravimetrisch nach einem vereinfachten und 
modifizierten Verfahren als Carnosinkupfer. 2. Durch gravimetrische 
Bestimmung des aus dem Carnosin durch Hydrolyse abgespaltenen 
Histidins als Pikrolonat. 3. Auf dem Wege der Diazokolorimetrie, einer- 
seits durch Kolorimetrie der Histidinkomponente, andererseits durch 
direkte Kolorimetrie des Carnosirs. 4. Auf dem Wege direkter Kupfer- 
kolorimetrie. 

Ich gehe nunmehr zur Beschreibung der einzelnen Methoden iiber. 


I. Bestimmung des Carnosins als Carnosinkupfer. 


% 


Gulewitsch, der Entdecker des Carnosins, hat zuerst die wichtigsten 
Eigenschaften des Carnosinkupfers beschrieben! und darauf hingewiesen, 
daB es infolge seiner Schwerldslichkeit in Wasser und seiner héchst charak- 
teristischen hexagonalen, tiefblau gefarbten Kristalle zum Nachweis und 
zur Identifizierung des Carnosins sehr geeignet ist. Zur Isolierung des 
Carnosins empfahl Gulewitsch das Carnosinkupfer jedoch nicht, da der 
Léslichkeitsunterschied in kaltem und heiBem Wasser nicht geniigend 
groB sei, um eine befriedigende Reinigung desselben durch Umkristallisieren 
zu ermdglichen. 

Spaiter hat M. Mauthner* im Fiirthschen Laboratorium versucht, 
das Carnosin in Form seiner Kupferverbindung abzuscheiden: Sie fallte 
den durch Auskochen hergestellten wisserigen Fleischextrakt zuerst mit 
Bleiacetat, dann mit Phosphorwolframséure. Der letztere Niederschlag 
wurde mit Baryt zerlegt und die Fliissigkeit nach Entfernen des Bariums 
mit Kupferhydroxyd gekocht, filtriert und eingeengt. Auf diese Weise 
erhielt sie aus je 1 kg Pferdefleisch einmal | g, ein zweites Mal 0,58 g Carnosin- 
kupfer. Bei drei weiteren Versuchen mit Pferdefleisch konnte sie jedoch 
kein Carnosinkupfer isolieren. Ebenso gelang es nicht, aus Liebigschem 


1 Gulewitsch, Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 565. 
2? M. Mauthner, Monatsh. f. Chem. 34, 269, 1913. 
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Fleischextrakt Carnosinkupfer abzuscheiden, wobei besonders auffiel, dai 
das Lésungsvermégen der Carnosinfraktion fiir Kupferhydroxyd ihrem 
Stickstoffgehalt gar nicht proportional erschien, was M. Mauthner zu de: 
Vermutung fiihrte, daB das Carnosin in den Carnosinfraktionen vielleicht 
als Anhydrid vorhanden war. 

Bedeutend héhere Ausbeuten erhielten Fiirth und Hryntschak* nac| 
folgendem Vorgang: Der wasserige Auszug wurde mit barytalkalische: 
Silbernitratlésung gefillt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt und das Filtrat mit Phosphorwolframsaéure gefallt. Der Niederschlag 
wurde wie gew6éhnlich mit Baryt zerlegt und die so erhaltene Carnosinfraktion 
mdéglichst kurz (1 bis 2 Minuten) mit Kupferhydroxyd gekocht und di 
Carnosinkupferlésung im Vakuum oder im Faustschen Apparat zur 
Kristallisation gebracht. 

Dabei ergaben sich folgende Carnosinwerte: 1 kg Fleisch ergab 1,60, 
1,77, 1,42, 1,88 g Carnosin. 

Vergleicht man diese Werte mit jenen, die man durch Kolorimetrie 
erhalt, so ergibt sich, daB nur ungefahr die Halfte bis zwei Drittel des 
kolorimetrisch bestimmten Carnosingehalts zur Abscheidung gelangt waren. 

In einem einzigen Versuch ist es Fiirth und Hryntschak gelungen, 
aus einer Carnosinfraktion annahernd die ganze darin kolorimetrisch aus 
gewertete Carnosinmenge als Carnosinkupfer zu gewinnen. Die Ausbeute 
an Carnosinkupfer entsprach einem Carnosingehalt von 2,609 pro lkg 
Fleisch. Die kolorimetrische Bestimmung ergab 2,98 g Carnosin pro | kg 
Fleisch. 

Vorversuche. 


Versuch 1. Der durch Auskochen von 250 g Pferdefleisch hergestellte 
Extrakt wurde mit Bleiacetat und Natriumphosphat gefallt, das Filtrat 
mit Phosphorwolframsaéure gefallt, der Niederschlag mit Baryt zerlegt 
und nach Entfernung des Bariums die Carnosinfraktion mit Kupferhydroxyd 
gekocht. Das blaue Filtrat wurde im Faustschen Apparat eingeengt, wobei 
sechseckige Kristalle erschienen. Die Ausbeute betrug 0,4 g. Diese Menge 
entspricht einem Carnosingehalt von ‘1,2 g pro 1 kg Fleisch. 

Versuch 2. Der wasserige Auszug aus 1 kg Pferdefleisch wurde mit 
Phosphorwolframséure gefallt und der Niederschlag wie gewéhnlich mit 
Baryt zerlegt. Die eingeengte Carnosinfraktion wurde mit frisch gefalltem 
Kupferhydroxyd in der Kalte geschiittelt, wobei Lésung eintrat. Beim 
Einengen des Filtrats im Faustschen Apparat ergab sich eine Ausbeute 
an Carnosinkupfer von 3,00 g (entspricht einem Carnosingehalt von 2,25 g). 

Versuch 3. Der Extrakt aus 500g Pferdefleisch wurde, wie in 
Versuch 2, mit Phosphorwolframsaure gefallt und ebenso weiterbehandelt. 
Die Ausbeute an Carnosinkupfer betrug 1,6 g (entspricht einem Carnosin- 
gehalt von 2,4g pro Kilogramm Fleisch). 

Versuch 4. Ebenso wie Versuch 2 und 3. Ausbeute an Carnosin- 
kupfer 1,5 g (entspricht einem Carnosingehalt von 2,25 g pro Kilogramm 
Fleisch). 

Versuch 5. Der Extrakt aus 250g Pferdefleisch wurde mit Blei- 
acetat und Natriumphosphat gefallt, das Filtrat wurde mit Quecksilber- 
sulfat gefillt. Nach Entfernung des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff 
und der Schwefelsiure mit Baryt wurde die Carnosinfraktion mit Kupfer- 


1 O. Fiirth und Hrynischak, diese Zeitschr. 64, 172, 1914. 
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i ydroxyd gekocht und die blaue Lésung im Faustschen Apparat eingeengt. 
Die Menge an Carnosinkupfer betrug 0,3 g. 

Versuch 6. 500g Kaninchenfleisch wurden ebenso behandelt wie 
in Versuch 5. Beim Schiitteln der Carnosinfraktion mit Kupferhydroxyd 
in der Kalte trat nur schwache Blaufairbung ein. Durch Kochen konnte die 
Blaufarbung nicht verstaérkt werden. Aus der schwach blauen Lésung 
konnten keine Kristalle von Carnosinkupfer erhalten werden. 

Versuch 7. 10 ¢ Liebigschen Fleischextrakts wurden, wie in Versuch 5 
und 6, zuerst mit Bleiacetat und Natriumphosphat, dann mit Quecksilber- 
sulfat gefallt. Die Carnosinfraktion léste in der Kalte kein Kupferhydroxyd, 
sondern erst beim Kochen. Die blaue Lésung wurde mit Aceton versetzt, 
wobei ein unreiner blauer Niederschlag ausfiel. Beim Umkristallisieren 
desselben aus 10°,igem Ammoniak wurden nicht die typischen Kristalle 
des Carnosinkupfers erhalten. 

Versuch 8. 40g Liebigschen Fleischextrakts wurden auf dieselbe Weise 
verarbeitet und gaben wohl eine blaue Lésung, aber keine Kristalle von 
Carnosinkupfer. 


Die Ergebnisse anderer Autoren auf diesem Gebiete sowie unsere 
eigenen Versuche zeigen, daB man, um zu einer befriedigenden Be- 
stimmung des Carnosins in der Form seiner Kupferverbindung zu ge- 
langen, besonders folgende Umstande beriicksichtigen muB. 

1. Das Auskochen des Fleisches fiihrt zur Bildung von albumose- 
ahnlichen Produkten, welche man vor der eigentlichen Carnosinfallung 
entfernen mu8. Um die Verluste bei mehrfachem Fallen zu umgehen, 
empfiehlt es sich, den Auszug nicht durch Kochen, sondern durch 
Erhitzen der Lésung bis zu einer Temperatur von héchstens 70 her- 
zustellen. Der so erhaltene Extrakt gibt mit Bleiacetat und Natrium- 
phosphat fast gar keinen Niederschlag, so daB unmittelbar das Carnosin 
gefaillt werden kann. 

2. Nach den Untersuchungen von Smorodinzew hat sich heraus- 
gestellt, daB die Phosphorwolframsiure das Carnosin oft nicht voll- 
stindig fallt. Die Fallung wird besonders durch Gegenwart von Acetaten 
beeintrdchtigt. So ergab z. B. die Fallung ein und desselben Fleisch- 
extraktes mit verschiedenen Fillungsmitteln folgende Resultate. 


Fallung mit: 


Bleiacetat, Phosphorwolframséure ..... . . . 0,311°%, Carnosin 
Phosphorwolframsféure ........... + + 0,298% % 
Bleiacetat, Quecksilbersulfat ......... . 0,318% ™ 
Bleiacetat, Phosphorwolframsdure in schwefelsaurer 

FT ae ae ae a ee ae eel om 


Die Versuche zeigen, da8 bei Ausfiihrung der Phosphorwolframséure- 
fallung in schwefelsaurer Lésung die Gegenwart von Acetat die Fallung 
beeintrachtigt !. 


1 Smorodinzew, Zeitschr. f. phys. Chem. 92, 213. 
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In einer zweiten Arbeit! hat Smorodinzew gezeigt, daB das Queci 
silbersuljat der Phosphorwolframsaure zur Fallung des Carnosins vorzuziehe: 
ist, da es nur das Carnosin selbst und die Purine fallt. Die Phosphorwolfram 
siure dagegen fallt auBerdem noch das Kreatin und Carnitin und ander 
Basen. So enthielt z. B. ein mit Quecksilbersulfat hergestellter Niederschlag 
0,115°% Carnosin und 0,058°% Purine. Dagegen enthielt ein aus demselben 
Fleischextrakt mit Phosphorwolframséure gefillter Niederschlag 0,076 
Carnosin, 0,038°, Purine, 0,042°, Carnitin und 0,173°, Kreatin. 

Das Quecksilbersulfat fallt das Carnosin als 4uBerst schwer lésliche 
Verbindung, so daB im Filtrat des Niederschlags das Carnosin mit 
Hilfe der Diazoreaktion nicht mehr nachzuweisen ist. Wir haben also 
bei den weiteren Versuchen das Quecksilbersulfat an Stelle der Phosphor 
wolframsiure verwendet. 

3. Die Zersetzung des Carnosinkupfers sowohl beim Kochen de: 
Carnosinfraktion mit Kupferhydroxyd als auch beim Einengen der 
Carnosinkupferlésung konnte vollstandig vermieden werden. Dic 
Carnosinfraktionen lésen namlich bereits in der Kdlte Kupferhydroxyd 
bei energischem Schiitteln. Zur Abscheidung des Carnosinkupfers 
vermieden wir jede Einengung der Lésung. Wir fallten dasselbe durch 
Zusatz von Aceton, in dem es sehr schwer léslich ist. Auf diese Weise 
gelingt es, das ganze Carnosin als Carnosinkupfer abzuscheiden. 


Ausfithrung der Bestimmung. 

Das frische, von Bindegewebe und Fett befreite Fleisch wird durch 
die Fleischhackmaschine getrieben, gewogen und dreimal mit Wasser 
bei einer 70° nicht tibersteigenden Temperatur extrahiert. Die ver- 
einigten Extrakte werden nach Zusatz von einigen Tropfen 10 °iger Essig- 
siure bis zur Lackmusrétung am Wasserbad stark eingeengt. Die 
geringen Mengen des dabei sich abscheidenden flockigen Niederschlags 
werden filtriert und das Filter mit heiBem Wasser gut nachgewaschen?. 
Das klare Filtrat wird mit Alkohol so lange versetzt, bis eine ganz 
schwache Triibung entsteht, und hierauf Ather zugefiigt, bis eine Probe 
nach Zusatz von Hopkins Reagens einen sich sofort gut absetzenden 
Niederschlag gibt*?. Dann wird mit Hopkins Reagens vorsichtig gefallt, 
wobei man jeden gréBeren Uberschu8 wegen der lésenden Wirkung 
vermeidet. Nach 24stiindigem Stehen wird der Niederschlag abgenutscht, 
am Filter griindlich mit einer Mischung von 120 cem Alkohol, 50 cem 
10 %iger Schwefelsiure und 30 ccm Ather, dann mit Alkohol und Ather 


! Smorodinzew, Zeitschr. f. phys. Chem. 92, 221. 

2? Bis zum Verschwinden der Diazoreaktion. 

3 Die Fallung in alkoholisch-aétherischer Lésung wurde zuerst von 
M. Dietrich angegeben (Zeitschr. f. phys. Chem. 92, 212, 1914). Darstellung 
des Hopkinsreagens: Zu 100g Mercurisulfat wird langsam unter Riihre1 
in kleinen Portionen 1 Liter 5°,iger Schwefelséure zugefiigt und von den 
ungelésten basischen Sulfat abfiltriert. 
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nachgewaschen und trocken gesaugt. Der vollstandig trockene Nieder- 
schlag wird nach Entfernung vom Filter fein zerrieben und in Wasser 
suspendiert. Nach Zusatz von wenig verdiinnter Schwefelsaure wird 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Man fiigt dann so lange Barytwasser 
hingu, bis die Reaktion schwach alkalisch ist und der Niederschlag 
von Quecksilbersulfid und Bariumsulfat sich gut absetzt, und filtriert. 
Das Filtrat wird mit Kohlensiure vom Baryt befreit, am Wasserbad 
stark eingeengt und filtriert. Die klare Flissigkeit wird dann mit so 
viel Wasser versetzt, daB 1 cem derselben 1 g Fleisch entspricht. Man 
versetzt nun die Carnosinfraktion mit frisch gefialltem Kupferhydroxyd! 
und schiittelt im Schiittelapparat ungefaihr 20 Minuten. Dabei 
muB ein Teil des Kupferhydroxyds ungelést bleiben, oder es muB 
noch solehes zugefiigt werden. Das iiberschiissige Kupferhydroxyd 
wird durch Zentrifugieren entfernt und die tiefblaue Carnosinkupfer - 
lésung so lange mit Aceton versetzt, bis eine schwache Triibung entsteht. 
Nach 24 Stunden wird das Carnosinkupfer, welches meist noch nicht 
rein, sondern flockig ausgefallen ist, auf einem Goochtiegel aus Jenaer 
Glas gesammelt. Das Filtrat soll farblos oder nur ganz schwach blau 
gefarbt sein. Ist es starker blau gefarbt, so muB die Falling durch 
Zusatz von mehr Aceton beendigt werden. Das Carnosinkupfer wird 
im Tiegel in 10°%igem Ammoniak gelést und die Lésung durch den 
Goochtiegel in eine Kristallisierschale gesaugt. Dabei’ bleiben Ver- 
unreinigungen ungelést. Die Lésung wird im Vakuum eingeengt oder 
das Ammoniak an der Luft entweichen gelassen. Dabei kristallisiert 
das Carnosinkupfer in Form von sechseckigen Tafeln oder kugeligen 
Aggregaten. Das so gereinigte Carnosinkupfer wird auf einen gewogenen 


Gef.: 21,1, 20.43%; Ber.: 20,8° 


Nach diesem Verfahren ergaben sich folgende Carnosinwerte: 


oe ee re Ul 

a eae, a, er 0,308 % oo 
eee ee er hl + 

, 0,292 % 

oe Si gs yr gk 0,289 % fs 

a ‘er 0 a eer eee ae ee eer FC ts 

* 0,383 °, 

See eis Lene, Joe tre A oneal 0,307 °, 
Rind (Gefrierfleisch) . ..... . . 0,127° 
Schwein (gerfuchert). .......00 % 
es CON a! hoe ge ee 
DE ie «6 fe hb 2 ee ee 
Pes as ame Shane < So ee oi 


1 Darstellung des Kupferhydroxyds: 40cem 10°, ige Kupfersulfat- 
lésung werden mit 13 cem 10°,iger Natronlauge versetzt und die Mischung 
mit 2 Liter Wasser verdiinnt. Nach dem Absetzen dekantiert man, fiigt 
wieder 2 Liter Wasser zu, lABt absetzen und nutscht den Niederschlag ab. 
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Goochtiegel gebracht und im Vakuum bei 100° tiber Chlorcaleium bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

So hergestelltes Carnosinkupfer ist vollstandig rein. Die Kupfer- 
bestimmung ergab vorstehende Werte. 

Bei Parallelbestimmungen aus ein und demselben Fleisch ergab 
sich folgende Ubereinstimmung: 0.289%, 0.292%, 0,279 %. 


II. Bestimmung des aus dem Carnosin abgespaltenen Histidins als Pikrolonat. 


Hydrolysiert man das Carnosin, so kann man das abgespaltene 
Histidin als schwer lésliches Monopikrolonat fallen. Die Carnosin- 
fraktion wurde, wie oben unter | beschrieben, durch Fallung mit Hopkins 
Reagens dargestellt. Der Niederschlag von Quecksilbersulfid und 
Bariumsulfat filtriert und das Filtrat mit verdiinnter Schwefelsiure 
schwach angesaduert. Nach dem Filtrieren wird auf ein kleineres Volumen 
eingeengt und nach Zusatz von konzentrierter Salzsiure 5 Stunden 
hydrolysiert. Zur Entfernung der Salzséure dampft man im Vakuum 
am Wasserbad vollstandig ein. Der Riickstand wird in Wasser gelést, 
filtriert und mit der dem Stickstoffgehalt entsprechenden Menge 
Pikrolonséure (in alkoholischer Lésung) versetzt und der Alkohol am 
Wasserbad verjagt. Die abgeschiedenen Kristalle werden auf einem 
Glasgoochtiegel gesammelt und bei 100° getrocknet. Nach diesem 
Verfahren wurden folgende Werte auf Carnosin umgerechnet  er- 
halten. 


Fae ee ee ee eee ee eee ll, 
a a ea eT ae ll. os 
»» - 0,289% 99 
- 0,285% 


. 0,296 % 


Nach M. Mauthner (l.c.) kann man die Carnosinfraktion auch 
direkt mit Pikrolonsiure fallen. Dabei soll sich das Natriumsalz des 
Carnosin-Dipikrolonates, Ogg Hyg Ny. 0,3Na, abscheiden, und zwar gingen 
80 bis 90°%, des Stickstoffs der Carnosinfraktion in diese Verbindung 
iiber, doch gibt M. Mauthner nicht den Carnosingehalt, auf Fleisch 
berechnet, an. 


Ill. Die kolorimetrische Bestimmung des Carnosins mit Hilfe der Diazo- 
reaktion. 

Die von Pauly! entdeckte Diazoreaktion des Histidins wurde 

zuerst von Weiss und Ssobolew? im Fiirthschen Laboratorium zu einer 


1 Pauly, Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 508. 
2 Weiss und Ssobolew, diese Zeitschr. 58, 119, 1913. 
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juantitativen Bestimmungsmethode verwendet. Spiter haben Hanke 
und Koessler! die Diazoreaktion zu einer exakten Mikrobestimmung 
fiir Imidazol und seine Derivate ausgearbeitet. Das Carnosin selbst 
mit Hilfe der Diazoreaktion zu bestimmen, hat zuerst Mary Clifford 
versucht?. Koessler und Hanke beobachteten eine strenge Pro- 
portionalitat zwischen der vorhandenen Imidazolmenge und der ent- 
wickelten Farbintensitét. Im Gegensatz zu diesen Autoren konnte 
Clifford keine Proportionalitdt feststellen. 


Der Vorgang Cliffords ist folgender: Das Fleisch wird nur einmal mit 
Wasser bei 60 bis 90° extrahiert. Der Extrakt wird mit Metaphosphorséure 
gefallt und im Filtrat die Diazoreaktion nach Hanke-Koessler angestellt; 
die gebildete Farbe wird mit dem Standard verglichen. Die zur Reaktion 
verwendete Menge der Carnosinfraktion wird so lange variiert, bis Farben- 
gleichheit eintritt. Clifford hat nun nach diesem Verfahren eine grobe 
Anzahl von Tieren untersucht und kommt zu folgenden Ergebnissen : 


Das Carnosin ist abwesend bei den Invertebraten. Unter den Wirbel- 
tieren fehlt es nur bei den Anacanthinen. Bei den Acanthopteren und 
Physostomen findet es sich in Betragen von 0,11 bis 0,50°,. Bei Reptilien 
und Amphibien schwankt der Carnosingehalt zwischen 0,06 bis 0,32°,, 
bei Végeln von 0 bis 0,18°, und bei Séugern zwischen 0,05 bis 1,12°,. Bei 
den einzelnen Arten fand sie folgende Werte: 


RS 6 «x oow st kt tl eh oe se eee ee 
Rete s Sa es oo SSN Ce ee ee eee 
es. «eae eS ow SR ch Se 3 ee ee ee 


Pt. «5 + ee Sic ew be Se oe a ee oe 
a ee eS a ee 


Aus diesen Zahlen schlieBt Clifford, daB in jeder Spezies der Carnosin- 
gehalt konstant sei. 

Fast gleichzeitig mit den Arbeiten von Clifford erschienen die Unter- 
suchungen von G. Hunter*, welche zu wesentlich anderen Ergebnissen 
fihrten. Hunter konnte bei wiederholten Bestimmungen, sowohl bei 
Histidin als auch bei Carnosin, die vollstaéndige Proportionalitét der Diazo- 
farbung feststellen und so die Ergebnisse von Hanke und Koessler bestatigen. 


Hunter empfiehlt folgenden Vorgang zur Bestimmung des Carnosins: 
Das Fleisch wird dreimal bei 70° extrahiert, das Eiwei8 nach dem Anséuern 
mit Essigséure bei 70° gefallt und der Niederschlag iiber Glaswolle filtriert. 
Das so erhaltene Filtrat ist klar und gibt keine EiweiBreaktionen. In dieser 
Lésung wird nun die Diazoreaktion nach Hanke-Koessler angestellt. Als 
Standard fiir Carnosin gibt Hunter folgende Lésung an: 0,10 ccm einer 
0,1°%igen Methylorangelésung plus 0,25ccem einer 0,5°,igen Kongorot- 
lésung werden mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt. Die Bestimmung des 


1 M.T. Hanke und K. Koessler, Journ. of Biol. Chem. 89, 497, 522; 


48, 527, 543. 

2 M. Clifford, Biochem. Journ. 15, 400, 1921; 15, 725, 1921; 16, 341, 
1922. 

* G. Hunter, ebendaselbst 15, 689, 1921; 16, 640, 1922. 
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molekularen Farbenwertes ergab fiir Histidin 117000000 mm (nach Hank« 
Koessler 114000000 mm), fiir Carnosin 152000000 mm. 

In der zweiten Arbeit hat Hunter die Verteilung des Diazofarbstoffs 
auf verschiedene Fraktionen untersucht. Der Hauptteil des Farbstoffs 
wird von der Carnosinfraktion gebildet. 

Die Purine beteiligen sich mit 3°, an der Gesamtfarbintensitat 
Weitere 2% des Farbstoffs werden ebenfalls nicht von Carnosin, sondern 
von anderen Stoffen gebildet. 

Hunter hat ferner mit Hilfe der modifizierten Knoopschen Probe 
die Gegenwart von Histidin in manchen Fleischproben festgestellt, be 
sonders in solchen, die bereits beginnende Fiulnis zeigten. 

Im Gegensatz zu Clifford hat Hunter keine Konstanz des Carnosin- 
gehalts innerhalb ein und derselben Spezies gefunden, wie die folgende 
Ubersicht zeigt: 


Kaninchen. . . .. . 0,026 0,064 0,090 0,100°, Carnosin 
Ochse. . ..... . 0,340 0,400 0,515  0,640% 
Katze. . ..... 0,123 0,203 0,336 0,380% 
Frosch .....v-.- 6,107 O,1238 0,142 0,280% 


Die Widerspriiche zwischen Clifford und Hunter, insbesondere 
die extrem hohen Werte, welche Clifford von Rinder- und Pferdemuskeln 
angibt, welche mehr als dreimal so groB sind, als die im hiesigen Institut 
bestimmten, haben uns veranlaBt, auch die diazokolorimetrische Car- 
nosinbestimmung zu untersuchen. 


Eigene Versuche. 
Proportionalitat des Diazofarbstoffs. 


Um uns von der Proportionalitat des gebildeten Diazofarbstoffes 
zu tiberzeugen, stellten wir folgenden Versuch an. 0,0100 g reinsten 
Histidindichlorids von Schuchardt wurden in 100 cem Wasser gelést. 1. ccm 
der Lésung entsprach 0,0001 g Histidindichlorid. Die Diazoreaktion 
wurde genau nach den Angaben von Hanke und Koessler durchgefiihrt. 
Die Resultate sind im folgenden Diagramm dargestellt: 
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Abb. 1. 


Fiir das Histidin ergab sich also die beste Bestaétigung der An- 
gaben von Hanke und Koessler. 0,02 mg Histidindichlorid entsprach 








ffs 
ffs 


At 
m 








Quantitative Bestimmung des Carnosins. 69 


am Kolorimeter einer Ablesung von 10,00mm. Daraus ergibt sich 
folgender molekulare Farbenwert: 
10,00 
5 X 228 x 10 = 114000000 mm. 
(Hanke- Koessler: 114000000 mm, Hunter: 117000000 mm). 

Um das Verhalten des Carnosins zur Diazoreaktion zu untersuchen, 
stellten wir eine ungefahr 1 °,ige Carnosinlésung her. 3,1033 g reinster, 
wiederholt aus verdiinntem Ammoniak umkristallisierter Carnosin- 
kupferkristalle (Kupfergehalt 21,10°%, berechnet 20,80°,), welche 
im Vakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden 
waren, wurden fein gepulvert und in schwach schwefelsaurer Lésung 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Kupfersulfid wurde abfiltriert, 
am Filter mit heiBem Wasser gewaschen und das klare Filtrat nach 
dem Neutralisieren auf ein Volumen von 200cem gebracht. Diese 
Carnosinlésung wurde unter einer Schicht von Toluol aufbewahrt. 
Aus der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl berechnet, ergab sich 
ein Carnosingehalt von 1,151°,, aus der Carnosinkupfermenge von 
3.1033 g berechnet sich ein Carnosingehalt von 1,148°%. Es zeigte 
sich also véllige Uhereinstimmung des erhaltenen Wertes mit dem 
berechneten. Mit dieser Lésung stellten wir nun die Diazoreaktion 
ebenso wie beim Histidin an, und zwar in einem Konzentrationsbereich 
von 0,01 bis 0,1 mg Carnosin. Als Standard verwendeten wir den von 
Hunter angegebenen (1,25cem Kongorot + 0,5cem Methylorange, 
500 ccm Wasser), welcher sich mit dem mehr roten Diazofarbstoff 
des Carnosins sehr gut vergleichen l4Bt. Unsere Versuche sind in 
folgendem Diagramm zusammengestellt: 


Bei Gegenwart von 0,1 mg Carnosin im Testzylinder wurde der 
Taucher auf 10 mm gestellt und die Ablesung am Standardzylinder 
mit 2 multipliziert. Die besten Werte findet man, wenn man 7 bis 10 Mi- 
nuten nach dem Mischen abliest und den Mittelwert berechnet. Auf 
jeden Fall sind nur die maximalen Werte in Rechnung zu stellen. 
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Der Versuch zeigt die vollstandige Proportionalitét des Diazo- 
farbstoffes mit zunehmender Konzentration des Carnosins in dem 
untersuchten Gebiete und bestatigt die Ergebnisse von Hanke und 
Koessler sowie von Hunter. Clifford fand fiir das Carnosin einen un- 
gefahr um die Halfte niedrigeren molekularen Farbenwert. Deshalb 
sind die von ihr angegebenen (arnosinwerte um etwa 50°, zu_er- 
niedrigen. 

Ausfiihrung der Bestimmung. 


Erforderliche Lésungen. Wir verwendeten die von Hanke und Koessler 
angegebenen Lésungen?. 

Sulfanilsdure. 4,5 g Sulfanilsture werden in 45 ccm 37 %iger Salgsaure 
(D 1,19) gelést und die Lésung mit Wasser auf 500 ccm verdiinnt. 

Natriumnitrit. 25g 90°%iges Natriumnitrit werden in Wasser geldst 
und auf 500cem aufgefiillt. 

Sodalésung. 5,5 g Merckschen wasserfreien Natriumcarbonats werden 
in Wasser gelést und auf 500 cem aufgefiillt. Diese Lésung muB8 in Pyrex 
oder Jenaer Glas aufbewahrt werden. 


Methylorangelésung. 90,5000 g im Vakuum getrockneten Methyloranges 
(Dr. Griibler) werden in Wasser gelést und auf 500ccm verdiinnt. 

Kongorotlésung.. 2,5000g im Vakuum getrockneten Kongorots (Dr. 
Griibler) werden in 50 cem absoluten Alkohols in einem 500-cem-MeBkolben 
gelést und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 


Staridardlésung fiir Histidin. 1lcem der Kongorotlésung und 1,1 cem 
der Methylorangelésung 148t man in 250cem Wasser flieBen und fiillt 
mit Wasser auf 500 ccm auf (Bezeichnung des Standards: CR— MO). 

Standardlésung fiir Carnosin. 1,25cem der Kongorotlésung und 
0,5cem Methylorangelésung 148t man in 250cem Wasser flieBen und 
fiillt mit Wasser auf 500 ccm auf. 

Bereitung der p-Diazobenzolsulfosdure. 15cem der Sulfanilséure- 
lésung und 1,5 cem der Natriumnitritlésung werden in einem 50-cem-MeB- 
kolben gebracht. Der Kolben kommt dann fiir 5 Minuten in ein Eisbad. 
Hierauf la8t man weitere 6ccm der Natriumnitritlésung zuflieBen, mischt 
gut und stellt den Kolben wieder fiir 5 Minuten in das Eisbad. Dann fiigt 
man destilliertes Wasser bis zur Marke zu und stellt den Kolben wieder 
in das Eisbad. Das Diazoreagens darf nicht vor 15 Minuten nach dem Ver- 
diinnen mit Wasser verwendet werden. Es soll noch nach 24 Stunden 
gute Resultate geben. 


Ausfiihrung der Diazoreaktion®. 


(1 —2)cem Wasser und 5cem der 1,1%igen Sodalésung werden 
genau in den Zylinder des Dubosq-Kolorimeters eingemessen. 2 ccm des 
Diazoreagens l48t man zuflieBen und mischt gut durch. Man mischt etwa 
30 Sekunden. Genau eine Minute nach dem ZuflieBen des Diazoreagens 
1laBt man xcem der Imidazollésung zuflieBen. Der Inhalt des Zylinders 


1 Journ. of biol. Chem. 39, 497, 1919. 
2 Nach Hanke-Koessler. 
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vird gut gemischt, der Zylinder in den Kolorimeter gestellt und der Taucher 
wif 20mm eingestellt. In den anderen Zylinder kommt die Standardlésung, 
und die Schichtdicke des Standards wird so lange variiert, bis Farben- 
gleichheit eintritt. Die maximale Farbenintensitaét tritt erst nach 5 bis 
10 Minuten auf und bleibt mehrere Minuten konstant, um dann wieder 
abzusinken. 

Das zur Reaktion verwendete Volumen der Imidazollésung kann 
variieren von 0,01 bis 1,0cem. Das Gesamtvolumen von Wasser plus 
Imidazollésung hat immer leem zu betragen, d.h. wenn 0,10cem der 
Imidazollésung verwendet werden, miissen 0,90 cem Wasser in den Test- 
zylinder gebracht werden. Dann ist x = 0,10cem und 1 — x = 0,90 ccm. 


Bestimmung des Carnosingehalts in verschiedenen Fleischarten. 


A. Ausfiihrung nach Hunter. 

Die Extraktion bei 70° wurde, wie oben angegeben, genau nach 
Hunter ausgefiihrt, das EiweiB nach dem Anséuern mit Essigsiure 
koaguliert und direkt im Filtrat die Diazoreaktion angestellt. Wir 
erhielten dabei folgende Werte: 


Pe ob cn ee ete A ee es ss ORR Geen 
rrr err eee ” 
OT ae a ee ae el 

» (Gefrierfleiech) ....... - 0,33% o 
Schwein (gerfuchert). .... . . . 0,439% poe 
DS Sst ke ee a ke oO CO cw 
BE cet te tet te Oe es 


B. Ausfithrung der Diazoreaktion in der Hopkinsfraktion. 


Da die Carnosinbestimmung nach Hunter héhere Carnosinwerte 
gab, als die Bestimmungen in der Form des Carnosinkupfers und des 
Histidinpikrolonats, untersuchten wir die Carnosinwerte, welche man 
mit Hilfe der Diazokolorimetrie in der Hopkinsfraktion erhalt. Die 
Carnosinfraktion wurde, genau wie oben unter I beschrieben, durch 
Fallung mit Hopkinsreagens, Zerlegung des Niederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff usw. hergestellt. Die Ausfiihrung der Diazoreaktion ergab 
folgende Carnosinwerte : 


De 6 5s « A 6 6» wpe 4m Seg ee, eee 
99 . 0,481% “ 
. 0,401°, pes 
ae eee er " 

es kk oe es ow’ ee oe ee 

Schwein (gerauchert). ..... . . 0,092% i 


In der Tabelle sieht man die Ubereinstimmung der so erhaltenen 
Werte mit den nach Hunter bestimmten. Die Carnosinwerte bei Be- 
stimmung in der Hopkinsfraktion sind nicht niedriger, sondern sogar 
etwas héher. 





-o 
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C. Diazokolorimetrie des durch Hydrolyse abgespaltenen Histidins. 

In einigen Versuchen an Pferdefleisch stellten wir die Carnosin 
fraktion durch Fallung mit Hopkinsreagens dar und hydrolysierten dix 
so erhaltene Carnosinlésung durch fiinfstiindiges Kochen mit kon 
zentrierter Salzsiure unter RiickfluBkiihlung. Die Salzsiure wurde 
im Vakuum abdestilliert, der Riickstand in Wasser gelést, mit Calcium. 
oxyd versetzt und die Halfte des Volumens Alkohol zugesetzt. Der 
Alkohol wurde am Wasserbad im Vakuum abdestilliert, die Fliissigkeit 
filtriert und damit die Diazoreaktion angestellt. (Standard CR—MO 
fiir Histidin!) Wir erhielten folgende Werte: 

Des Gs ak 8 ee ee ee ee ee 
- 0,333 % ” 


. € 
- . 0,290% ni 


Die auf diese Weise erhaltenen Carnosinwerte stimmen mit den 
gravimetrisch erhaltenen sehr gut tiberein. 


IV. Die Kupferkolorimetrie. 


In der schon erwahnten Arbeit von Fiirth und Hryntschak' finden 
sich die ersten Versuche, das Carnosin in der Form seiner Kupfer- 
verbindung kolorimetrisch zu bestimmen. Die Carnosinfraktion wurde 
durch Fallung mit Phosphorwolframsaure und Silberbaryt hergestellt 
und dann mit Kupferhydroxyd gekocht. Das Filtrat vom iiberschiissigen 
Kupferhydroxyd wurde mit einer Standardlésung von Carnosinkupfer 
verglichen. Fiirth und Hryntschak erhielten nach diesem Vorgang 
folgende Carnosinwerte : 


Solrweim. . ...s+.-s.- S31 bis 3,198% Camosin 
OS -s ante Ge <e, & oe lao ae SG 


Genau nach demselben Verfahren hat spiter Bubanovic? den 
Carnosingehalt des menschlichen Herzmuskels bestimmt. Er fand in 
normalen und pathologischen Herzen im Mittel 0,27 °% Carnosin. 

Wir fiihrten die Kupferkolorimetrie nach einem abgeinderten 
Verfahren aus. Die Carnosinfraktion wurde, wie oben unter I angegeben, 
durch Fallung mit Mercurisulfat dargestellt. Nach der Zerlegung des 
Niederschlages, der Entfernung der Schwefelsiure und des Bariums 
wurde die Lésung der Basencarbonate auf ein solehes Volumen gebracht, 
daB 1 ccm der Lésung 1 g Fleisch entsprach. Bei Gegenwart von Car- 
nosin lésen die so bereiteten Fraktionen schon in der Kilte reichlich 
Kupferhydroxyd. Der Uberschu8 des Kupferhydroxyds wurde ab- 
zentrifugiert und die klare blaue Lésung mit einer Standardlésung von 





1 O. Fiirth und Th. Hryntschak, diese Zeitschr. 64, 172, 1914. 
2 F. Bubanovic, ebendaselbst 92, 125, 1918. 
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Carnosinkupfer im Dubosqschen Kolorimeter verglichen. Die Standard- 
jsung enthielt 03°, Carnosin als Carnosinkupfer gelést. Zur Er- 
leichterung der Lésung wurde etwas Ammoniak zugesetzt. Wir be- 
stimmten folgende Carnosinwerte : 


ee. a se | be ee S aoe a Se ee, See 
9 a es a ae bs ae ee we eee 
°9 0,417° 
— + +e O.378°. 
EE ee ee ee ee or 
nee. 2s a din wee ae ee ee 
” 0,210°, 99 
Schwein (gerfuchert). .. ... . . 0,047°%, o” 


Da sich in denselben Fleischproben nach dem gravimetrischen 
Bestimmungsverfahren immer niedrigere Werte ergeben hatten, ver- 
muteten wir, daB sich an der Farbstoffbildung, ahnlich wie bei der 
Diazoreaktion auBer dem Carnosin noch andere Kérper beteiligen'. 


In einigen Versuchen fallten wir daher in der wie oben dar- 
gestellten Carnosinfraktion die Purine mit Silbernitrat, und im Filtrat 
davon die Argininfraktion mit Baryt. In der Argininfraktion ist das 
Carnosin volistandig enthalten. Der Niederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Nach Entfernung des Bariums wird die Lésung 
mit Kupferhydroxyd behandelt und nach dem Zentrifugieren kolo- 
rimetriert. Auf diese Weise erhielten wir Carnosinwerte, welche mit 
dem gravimetrisch bestimmten sehr gut iibereinstimmten: 

PR a's cs es De ets ee le 2 ee eee 
0,430°, 
0,300 ° 


Pay 


> 


Diskussion. 


Die Betrachtung der Tabelle zeigt, daB die beiden gravimetrischen 
Bestimmungsverfahren sehr gut iibereinstimmen. Im Gegensatz dazu 
sind die nach den kolorimetrischen Verfahren erhaltenen Werte nicht 
sehr verlaBlich und auch untereinander nicht geniigend gut ver- 
gleichbar. Die kolorimetrisch bestimmten Werte sind im allgemeinen 
zu hoch, da sich auBer dem Carnosin noch andere Kérper an der Bildung 
des Diazofarbstoffes beteiligen. Bei der Gegenwart von Histidin, 
welches ja leicht aus Carnosin entstehen kann (Hunter hat es in einigen 
Fallen mit der Knoopschen Reaktion nachgewiesen), wird dieses sowohl 


1 Histidin lést genau wie Carnosin frisch gefalltes Kupferhydroxyd 
schon in der Kalte, wobei sich die Lésung tief blau farbt. Bei eventueller 
Gegenwart von Histidin wird dieses also mitbestimmt. 
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bei der Diazo- als auch bei der Kupferkolorimetrie mitbestimmt. Ferne: 
beteiligen sich nach Hunter die Purine mit ungefaéhr 3% an der Bildung 
des Diazofarbstoffes. 

Das einzige Verfahren, bei welchem man sicher sein kann, nw 
das Carnosin zu bestimmen, beruht auf der Jsolierung desselben in der 
Form seiner Kupferverbindung. Das Carnosinkupfer ist durch seine 
charakteristischen sechseckigen Kristalle sowie durch seinen Kupfer 
gehalt von 20,80°%, leicht zu erkennen und zu identifizieren. Bei 
eventueller Gegenwart von Histidin wird dieses nicht mitbestimmt 
In einer Histidinlésung lést sich zwar Kupferhydroxyd ebenso wie in 
Carnosinlésung mit blauer Farbe auf, doch haben wir in mehreren 
Versuchen keine kristallisierte Kupferverbindung des Histidins isolieren 
kénnen. Lést man die durch Aceton gefallten blauen Flocken in 
Ammoniak auf und l48t das Ammoniak langsam verdunsten, so bleibt 
ein schmutzig griiner amorpher Lack zuriick. Bei einigen Fleischproben 
erhielten wir neben den charakteristischen Carnosinkupferkristallen 
einen ganz 4hnlich aussehenden griinen lackartigen Kérper, der vielleicht 
aus Histidinkupfer bestand. Die Trennung von den schweren Carnosin- 
kupferkristallen ist durch Aufschwemmen und Dekantieren sehr leicht 
méoglich. 

Auffallend sind die Resultate, die an gerduchertem Fleisch erhalten 
wurden. Bei der Diazokolorimetrie nach Hunter ergaben sich sehr 
hohe Werte: 0,407 bis 0,.439°%. Bestimmt man den Diazowert nach 
der Fallung mit Mercurisulfat, so erhalt man dagegen nur 0,092 °%, 
Carnosin. Die Carnosinfraxtionen lésen nur sehr wenig Kupferhydroxyd, 
so da die Kupferkolerimetrie nur Werte von 0,030 bis 0,047 °%, ergab. 
Kristallisiertes Carnosinkupfer wurde gar keines erhalten. In ge- 
rduchertem Fleisch ist also unverdndertes Carnosin gar nicht oder nur 
in Spuren vorhanden, dagegen ist noch eine groBe Menge eines Stoffes 
zugegen, der die Diazoreaktion gibt. Dieser Kérper kann aber auch nicht 
Histidin sein, wie wir zuerst vermuteten, denn bei Gegenwart von 
Histidin kénnten nicht so groBe Unterschiede zwischen den diazo- 
kolorimetrisch und kupferkolorimetrisch bestimmten Werten auf- 
treten. In zwei Proben geréucherten Fleisches gelang es uns auch nicht, 
mit Hilfe der von Hunter modifizierten Knoopschen Reaktion Histidin 
nachzuweisen. Der nach Hunter bestimmte hohe Diazowert ist daher 
weder auf Carnosin noch auf Histidin zu beziehen. Eine Erklarung 
fiir dieses Verhalten wire vielleicht die Annahme, daB das Carnosin 
beim Rauchern in ein inneres Anhydrid iibergeht, so daB die Fahigkeit 
zur Bildung einer Kupferverbindung verloren geht, dagegen die Diazo- 
reaktion bestehen bleibt. 

Der tatsdchliche Carnosingehalt der Muskulatur scheint uns durch 
die kolorimetrischen Verfahren nicht genau bestimmbar, da diese fast 
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immer zu hohe Werte geben. Dagegen glauben wir bei der Isolierung 
des Carnosins als Carnosinkupfer dieses annahernd quantitativ zu 
bestimmen. Diese Bestimmung beruht auf zwei Fallungen: Die Fallung 
mit Merkurisulfat in schwefelsaurer Lésung ist so vollstandig, daB 
noch 1/1999 % Carnosin nach 5 Stunden gefallt wird. In dem Filtrat 
vom Niederschlag ist nach der Entfernung des Quecksilbers die Diazo- 
reaktion immer negativ. Die Fallung des Carnosinkupfers in Aceton 
ist ebenfalls fast quantitativ, da dasselbe in Aceton unléslich ist. 


Tabelle. 





Bestimmung des Carnosins 


als diazoe a all Le some 
als _als Histidin, _kolori- 4 der Fale kupfer- B.-A 
Carnosins Histidine diazoe metrisch jung mit ‘kolorie jd Silbers 
kupfer pikrolonat  kolori- nach Mercurie ™etrisch baryt- 
metrisch | Hunter sulfat fraktion 
e 0 ° 0 ® v ad 0 ° u 9 0 0 0 
Bed . 2... 8 OR 
a wis eee oe 1 ee 0,354 
Rind, Gefrier- 
fleisch .. 0,127 0,236 
Pferd. . . .. 0,320 | 0,345 
se 0,292 
‘ 0,289 | 0,289 
9 0,263 | 0,285 
. 0,383 0481 0,430 
n 0,307 0,360 0,383 0,420 0.300 
- 0,296 0,300 \ 0.400 
- 0,333 0,417 0,340 
. 0,290 0,304 
Ry mtad ne: Sh fog 0,396 0,401 0,378 
Kaninchen. . . 0,066 0,179 
” es 0,210 
a FS 0,467 0,486 
Schwein, geriuch. “ 0,439 0,092 0,047 
i rs a] 0,407 0.080 
Brasse. . . . . | 0,088 0,126 
Kabeljau .. . @ ” 
Zusammenfassung. 


1. Das Carnosin wurde quantitativ nach einem verbesserten Ver- 
fahren in der Form seiner charakteristischen Kupferverbindung be- 
stimmt. Im Pferdemuskel sind durchschnittlich 0,3°% enthalten. 

2. Genau dieselben Werte erhilt man, wenn man das Carnosin 
nach der Hydrolyse als Histidinpikrolonat bestimmt. 

3. Das diazokolorimetrische Verfahren wurde genau untersucht 
und die Ergebnisse von Hanke und Koessler, sowie von Hunter fir 
richtig befunden. Die Resultate von W. M. Clifford konnten nicht 
bestatigt werden. 
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4. Die Diazokolorimetrie gibt zu hohe Werte, auch wenn man sic 
in der Fallung mit Mercurisulfat durchfiihrt. 

5. Die Kupferkolorimetrie gibt ahnliche Werte wie die Diazo- 
kolorimetrie. 

6. Gefrierfleisch enthalt viel weniger Carnosin als frisches Fleisc! 

7. In gerduchertem Fleisch ist Carnosin gar nicht oder nur in Spuren 
vorhanden. Histidin konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden 
Dagegen sind groBe Mengen eines Kérpers anwesend, der die Diazo- 
reaktion gibt, aber von Mercurisulfat anscheinend nicht gefallt wird 

8. In den zehn untersuchten Proben von Pferdefleisch war der 
Carnosingehalt annahernd konstant. 
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Uber charakteristische Farbreaktionen der Milchsiure, 
des Methylglyoxals 
und der Kohlehydrate mit Carbazol und Schwefelsiaure. 


Von 
Zacharias Dische. 


\us der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1927.) 


Wahrend das Jndol mit Kohlehydraten und vielen aliphatischen 
Aldehyden in konzentrierter Schwefelsiure in der Hitze einen braunen 
Farbstoff bildet, ergibt das Carbazol, 


NH 

in dem ein mit einem Indolring kondensierter Benzolring vorliegt. sowohl 
mit Kohlehydraten wie mit aliphatischen Aldehyden schéne Farb- 
reaktionen, die aber bei den einzelnen Substanzen ganz verschieden 
ausfallen. Diese mannigfaltigen Reaktionen kénnen zur Erkennung 
einiger physiologisch wichtiger Substanzen dienen. Da niémlich aus 
a-Oxysdiuren unter Einwirkung konzentrierter Schwefelsiure in der 
Hitze Aldehyde entstehen, so ergeben auch diese Siuren mit Carbazol 
und Schwefelsiure schéne Farbreaktionen, die im Falle der Milch- 
sdure charakteristisch sind. 

Die Reaktionen werden am besten folgendermaBen ausgefiihrt: 
Ein Teil der Lésung, die auf den betreffenden Stoff untersucht werden 
soll, wird mit zwei oder vier Teilen konzentrierter H,5O, (spezifisches 
Gewicht 1,84) unter Kiihlung versetzt. Nach dem Erkalten wird 0,1 cem 
einer alkoholischen halbprozentigen Carbazollésung (Merck) hinzugefigt, 
umgeschiittelt und durch 10 Minuten in kochendem Wasserbade er 
erwarmt. Je nachdem, ob man zwei oder vier Teile H, 80, hinzufiigt, 
erhalt man oft bei demselben Stoffe ganz verschiedene Farbreaktionen. 
Wir wollen weiter unten die bei 2cem H,80O, auftretende Reaktion 
mit RI, die bei 4ccem auftretende als RII bezeichnen. RII tritt 
immer auf, wenn mehr als 2ccm H,SO, hinzugefiigt werden, erreicht 





78 Z. Dische: 


aber ihre gréBte Intensitét beim Verhiltnis 1 Lésung:4 H,80,. Div 
a-Oxysauren geben in der Regel iiberhaupt keine Farbreaktion, wenn 
1 Teil Lésung mit nur 2 Teilen H,SO, versetzt wird, wohl aber bei 
Hinzufiigen von mehr Saure. Dies diirfte damit zusammenhangen 
daB die Reaktion der a-Oxyséiuren auf Bildung von Aldehyd unte: 
dem Einflu8 von H,S0O, beruht. Nun wissen wir aber z. B. von de: 
Milchséure, daB sie nur dann in Acetaldehyd unter dem EinfluB von 
Schwefelsiure iibergeht, wenn auf 1 Teil wasseriger Lésung mehr als 
2 Teile konzentrierter H,SO, kommen. Man kann deshalb auch mit 
Oxysauren die der RI der Aldehyde entsprechende Farbreaktion er 
zielen, wenn man folgendermaBen verfahrt: 1 Teil wisseriger Lésung 
wird mit 4 Teilen konzentrierter H,SO, versetzt und zunichst ohne 
Hinzufiigen von Carbazol in kochendem Wasserbade einige Minuten 
erhitzt. Nach dem Erkalten wird 1 Teil H,O dazugegeben, so daf 
jetzt das Verhaltnis wasserige Lésung zu Schwefelsiure wie 1: 2 ist. 
Nach Hinzufiigen von 0,1 ccm halbprozentiger Carbazollésung wird 
10 Minuten erhitzt. Bei der Milchséure tritt unter diesen Bedingungen 
dieselbe Farbreaktion wie bei R11 des Acetaldehyds auf. Diese dritte 
hier beschriebene Form der Reaktion ist in der weiter unten folgenden 
Tabelle I] unter der Rubrik R III angegeben. 

In der folgenden Tabelle I sind die Frabreaktionen einiger alipha- 
tischer Aldehyde und Ketone verzeichnet, wahrend in der Tabelle I] 


Tabelle I. 
Reaktionen einiger Aldehyde und Kohlehydrate. 





RI RU 
1 com Lésung + 2ccm | 1cemLésung + 4ccm 
250, + Oleem | HgSO, + 0,1 ccm 
1/, °/oiger Carbazol- fy °/oiger Carbazol- 
losung 10 Minuten | losung 10 Minuten 


Anmerkungen 


erhitzt erhitzt 


Bei héherer Konzentration 


C, Formaldehyd blau griin 
Acetaldehyd . olivengriin braun nly weer Ve 
{pkey blaugrén blaugriin 
Glyoxylsaure . blau 
Propylaldehyd . braun braun siden . - 
7 iv il | No i 0,001 °/ piger 
. Methylglyoxal blau olivengriin Se eee 
Glycerinaldehyd . » | Ebenso 
Dioxyaceton . ~ ” . 
| Butylaldehyd braun braun 
C4) Acetaldol A " ‘i 
Crotonaldehyd » ” 
Cs Isovaleraldehyd violettbraun rot 
Cz Onanthol griin braun Sehr schwache Reaktion 
Cg Octylaldehyd . braun a Ebenso 
Arabinose lila rot 
Hexosen ms - Noch bei 0,001 °/9 deut- 
lich zu sehen 
Glucuronsaure . = - R I etwa halb so stark als 


bei Traubenzucker 
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Tabelle 11. 


Reaktionen einiger Oxyséuren mit Carbazol und Schwefelsiure. R I fehlt 
meist véllig, nur bei Glycerinséure angedeutet. 





R Il R Il 
1 cml doung + dcem | foun UGnune * foam 
HgSO4 + O.lcem | noch Erkalten 1 com Anmerkungen 
2°/oiger Carbazol- OM ogee fies 
losung 10 Minuten Carbazoliéeung 


erhitzt 10 Minuten erhitzt 
Glykolsiure. . . . blau blau R Ill noch bei 0,01 °/o 
’ : deutlich zu sehen 
Milechsfure . ... braun olivengriin R Il_ und R Tl noch bei 
0.005 ©) deutl. zu sehen 
Brenztraubensaure . braunrot gran Erst bei 0,25 °/9 deutlich 
_ zu sehen 
Glycerinsaiure. . . grin blau Erst bei 0,1 °/) deutlich 
; zu sehen 
Apfelsaure elt Bs braun gelbgriin Erst bei 1 °/) deutlich zu 
_ sehen 
Weinsdure .... grin blau Erst bei '/, °/» deutlich zu 
sehen 
Gluconsaure. . . . rot lila Ebenso 
Zuckersaure ... m " e 


das Verhalten einiger physiologisch interessanter Oxyséuren angegeben 
ist. Nach dem oben Gesagten sind die Tabellen ohne weiteres ver- 
standlich. 

Ameisensaure, Essigsiure, Bernsteinséure, Oxalsiure geben keine 
Reaktion mit Carbazol, ebensowenig Tryptophan, Harnsiure, Kreatin. 
Alanin gibt in 1 %,iger Lésung als R II eine ganz schwache rote Farbe, 
ebenso Citronensiure. Tyrosin in 0,1 °%,iger Lésung als RII ganz 
schwache griine Farbung. Glycerin gibt in 1%iger Lésung als RI 
deutliche Violettfarbung, als R I] rote Farbe. Lavulinséure in | °,iger 
Lésung als RI und RII sehwache braune Farbe. Aceton in ¥, °,iger 
Lésung ebenso. Oxybuttersiure keine Farbung. 

Aus der obigen Zusammenstellung ist zu ersehen, daB die Farb- 
reaktionen der Milchsdure diese, wenigstens soweit physiologische 
Verhaltnisse in Betracht kommen, eindeutig charakterisieren. (Von 
den in der Literatur beschriebenen Farbreaktionen der Milchsaure ist 
nur die von Herzog angegebene ebenso spezifisch und empfindlich, doch 
ist ihre Ausfiihrung weit umstandlicher, da die Milchséiure zuerst in 
Acetaldehyd iibergefiihrt, derselbe abdestilliert und mit Hilfe der 
Reaktion von Rimini nachgewiesen wird.) Was das Methylglyoxal 
anbetrifft, so zeigt es dieselben Reaktionen wie die Triosen Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton. Nach Dische und Laszlo aber ist Methyl- 
glyoxal durch Kupfer und Kalkhydrat nicht fallbar, was bei den Triosen 
der Fall ist. 


Nun hat der Verfasser vor kuwzem zusammen mit D. Laszlo eine 
Methode zur kolorimetrischen Bestimmung der Milchséiure im Blute 





SO =Z. Dische: Farbreaktionen d. Milchséure, d. Methylglyoxals usw. 


ausgearbeitet. Dieselbe basiert auf der Farbreaktion, die die Milchsiwy 
mit Hydrochinon und H,S80O, erhitzt ergibt. Diese Reaktion ist fii 
die Milchsaéure nicht spezifisch. Es zeigen vielmehr gerade solche Sub 
stanzen, die méglicherweise beim Abbau des Zuckers im Organismus 
als Zwischenstufen auftreten, wie das Methylglyoxal oder das Acetaldo! 
mit Hydrochinon eine Farbreaktion von fast derselben Intensitat wie 
die Miichsiure. Wenn auch im Blute diese Substanzen nicht vor. 
kommen, so kénnten sie doch bei der Organglykolyse, besonders unter 
pathologischen, bisher nicht geniigend untersuchten Bedingungen, in 
Mengen, die ins Gewicht fallen, auftreten. Diese Stoffe zeigen nun mit 
Carbazol und Schwefelsiure sehr empfindliche und fiir physiologische 
Verhaltnisse ausreichend charakteristische Farbreaktionen, die es er- 
méglichen diirften, sich nétigenfalls die GewiBheit zu verschaffen, ob 
die betreffenden Stoffe in einer Lésung in nennenswerter Menge vor- 
kommen. In diesem Falle miissen selbstverstandlich die fast immer 
vorhandenen Kohlehydrate vorher restlos ausgefillt werden. Da dies 
jetzt nach Clausen-van Slyke durch Kupferkalkfallung meistens ge- 
schieht, so muB man darauf achten, daB die geringen Mengen von 
Kupfer, die nach der Clausenschen Fallung in der Lésung noch zuriick- 
bleiben, vor Ansetzen der Carbazolreaktion aus der zu untersuchenden 
Lésung mit H,8 entfernt werden miissen; denn schon ganz geringe 
Mengen von Schwermetallsalzen erzeugen mit Carbazol und Schwefel- 
séure eine intensiv griine Firbung. 
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Uber die Oxydation yon Phenol mit Wasserstoffsuperoxyd 
unter Zusatz von Eisensalzen. 


Von 
Helene Goldhammer. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingegangen am 23. Juli 1927.) 


I. 

Durch die Untersuchungen von Spiro’, Adler und Wiechowsks*, 
Neuberg® und anderen war es bekannt, daB viele Verbindungen beim 
Oxydieren mit Wasserstoffsuperoxyd unier Zusatz von Eisensalzen 
nach voriibergehender Blaugriinfirbung Melanine lieferten. Martinon* 
hatte seinerzeit beobachtet, daB bei der Oxydation von Phenol mit 
Wasserstoffsuperoxyd mit und ohne Eisen Brenzkatechin, Hydrochinon 
und Chinon auftreten. Phenole oder, allgemeiner ausgedriickt, aroma- 
tische Monooxyverbindungen zeigen, wie K. Spiro gefunden hat, bei 
vorsichtiger Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd bei Gegenwart von 
Eisensulfat eine voriibergehende Griinfirbung, die beim Alkalisch- 
machen in Rotviolett umschlagt, und die darauf hindeutet, daB sich 
ein ortho-Dioxyprodukt bildet, welches dann mit dem Eisensalz die 
charakteristische Griinfairbung gibt. 

Als Ziel unserer Arbeit schwebte mir nun vor, die analoge Oxydation 
von Tyrosin zu studieren, um etwa die Bildung von Dioxyphenylalanin 
nachzuweisen. Wir hofften, die Griinfirbung als Grundlage einer 


! Spiro, Zeitschr. f. anal. Chem. 54, 345, 1915. 

* Adler und Wiechowski, Ber. 55, 3030, 1923; Arch. f. exper. Pathol. 
u. Pharm. 92, 22, 1922. 

3 Neuberg, diese Zeitschr. 20, 523, 1909. 

* Martinon, Bull. de la Soc. de Chem. 48, 156, 1885. 
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kolorimetrischen Messung des gebildeten Dioxyproduktes benutzen 
zu kénnen, und begannen zu diesem Zweck zuerst die Oxydation des 
einfachen Phenols C,H;OH nach dieser Richtung hin zu studieren 
Die Griinfarbung erwies sich aber bald als all zu unbestandig, und da 
sie, besonders bei etwas starkerer Oxydation, in eine Braunfirbung 
(Melaninbildung!) iiberging, wurden die Lésungen mit Seignettesalz 
alkalisch gemacht und die resultierende rot-violette Fiarbung_ kolori- 
metriert. Als Standard wurde eine Brenzkatechinlésung benutzt. Wi: 
suchten auf diese Weise die besten Oxydationsbedingungen fiir die 
Bildung von Brenzkatechin zu finden. Es zeigte sich aber bald auf 
Grund von anderen Farbreaktionen, daB sich in den oxydierten Lésungen 
nicht nur Brenzkatechin vorfand, sondern daB auch weitere Oxyprodukte, 
z. B. Pyrogallol, auftraten, welches letztere bekanntlich eine Rotfirbung 
in alkalischer Lésung gibt, die dann in die Kolorimetrie mit einbezogen 
wurde. 

Wir versuchten nun, eine quantitative Trennungsmethode von Brenz- 
katechin und Pyrogallol auszuarbeiten, die uns erlauben wiirde, die 
beiden Produkte im Oxydationsgemisch gesondert zu bestimmen 


Il. 


Bekanntlich vermégen Brenzkatechin wie auch Pyrogallol Silber- 
nitrat zu reduzieren; aber das Reduktionsvermégen von Pyrogallol 
ist um so vieles starker, daB es (zum Unterschiede von Brenzkatechin) 
selbst in saurer Lésung Silber abzuscheiden vermag. (Selbstverstandlich 
gilt das nur fiir die Dauer von einigen Stunden. Nach 12 Stunden 
ist auch eine schwach saure Silbernitratlésung von Brenzkatechin 
reduziert.) Die erste Methode, die wir auszuarbeiten versuchten, be- 
ruhte darauf, daB man in einem Brenzkatechin-Pyrogallolgemisch 
zuerst in saurer Lésung das Pyrogallol bestimmte, dann die Lésung 
ammoniakalisch machte und die Reduktionssumme des Brenzkatechins 
und des ibriggebliebenen Pyrogallols (in saurer Lésung ist das Re- 
duktionsvermégen naturgemaB sehr geschwacht) bestimmte. Die 
Methode fiihrte zu keinen brauchbaren Resultaten und der Grund 
hierfiir war, wie wir feststellen konnten, die Bildung von Purpurogallin, 
welches bei der Reduktion aus Pyrogallol entstand. Durch diesen 
dritten Faktor wurden die Verhiltnisse so kompliziert, daB wir einen 
anderen Weg einschlagen muBten. 


Wir bestimmten in einem Teil der Lésung bei saurer Reaktion das 
Pyrogallol, und in einem anderen bei neutraler Reaktion die Summe 
des Brenzkatechins und Pyrogallols. Selbstverstandlich wurden vorher 
die Silberfaktoren der beiden Substanzen beim Pyrogallol sowohl bei 
saurer wie bei neutraler Reaktion bestimmt. 
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Ill. 

Wir oxydierten nun Phenol mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisen- 
sulfat unter wechselnden Bedingungen, wobei wir ahnliche Versuchs- 
anordnungen erhielten, wie die bei friiheren Versuchen dieser Art in 
der Literatur angegebenen!. Die ausfiihrlichen Angaben folgen spater. 

Die Versuche, durch Oxydation von Tyrosin zu Dioxyphenyl- 
alanin zu gelangen, fiihrten zu keinerlei Resultaten. Wohl konnte man 
bei vorsichtiger Oxydation die Griinfarbung als Beweis des vorhandenen 
Dioxyproduktes beobachten; sie ging aber so rasch in eine Braunfarbung 
iiber, daB an eine kolorimetrische Auswertung gar nicht zu denken war. 
Die Versuche zur priiparativen Darstellung scheiterten an der Uber- 
empfindlichkeit des Dioxyphenylalanins gegeniiber Ammoniak oder 
Alkalien. Selbst die geringe Zeit, deren man bedurfte, um das Eisen 
auszufallen und zu filtrieren, und wahrend welcher wir die Lésung 
ammonikalisch halten muBten, geniigte schon, um das etwa vorhandene 
Dioxyphenylalanin zu zerstéren. Da die Oxydation mit Wasserstoff- 
superoxyd ohne Gegenwart von Eisen viel langsamer vor sich geht, 
versuchten wir auch dies — aber ebenfalls resultatlos, da die erhaltenen 
Mengen des Dioxyphenylalanins viel zu gering waren, als daB man 
hittte versuchen kénnen, es vom Tyrosin zu trennen. 


IV. Silberwertbestimmung. 
a) Silherwerthestimmung des Brenzkatechins. 

Eingewogene Mengen von Brenzkatechin wurden in Waeser auf- 
gelést, mit 10 bis 20 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung und einem 
groBen Uberschu8 von Silbernitrat versetzt und aufgekocht. Die 
reduzierte Lésung wurde dann im Dunkeln aufbewahrt, nach 12 Stunden 
filtriert und bis zum Verschwinden der Silberreaktion mit warmem 
Wasser gewaschen. Das abgeschiedene Silber wurde in Salpetersiure 
geliést und, sei es durch Titration mit Rhodanammon nach Volhard, 
sei es gravimetrisch, bestimmt. Trotz genauer Ausfiihrung und Ein- 
haltung derselben Versuchsbedingungen ergab sich eine Schwankungs- 
breite von ungefihr 12% 

Die Lésung des Silbers in Salpetersiure war trotz aller Bemiihungen 
nie ganz farblos, sondern immer schwach gelb gefarbt, was die Ge- 
nauigkeit der Volhard-Titration beeintrichtigte, so daB wir zur gravi- 
metrischen Bestimmungsmethode itibergingen. Es scheint dies mit 
der Fahigkeit des Brenzkatechins zusammenzuhangen, kolloides Silber 
zu bilden. 





1 Henderson und Boyd, Journ. 97, 1660; Cross und Bevan, Ber. 338, 
II, 8. 2018. 
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Die gefundenen Silberwerte waren: Je 1g Brenzkatechin ent- 
sprechend 1,36g Ag, 1,198 g Ag, 1,362 g Ag, 1,225g Ag, 1,285 g Ag 

Als Durchschnittswert fiir die Berechnungen nahmen wir den Wert : 
1 g Brenzkatechin entspricht 1,286 g Ag. Es entspricht dies ungefahr 
einer Relation 1 Mol. Brenzkatechin: 1,3 Atom Ag. Der Vorgang ist 
also kein durchsichtiger. 


b) Silberwertbestimmung des Pyrogallols bei neutraler Reaktion. 


Der Silberwert des Pyrogallols wurde genau so wie der des Brenz- 
katechins bestimmt. Die gefundenen Werte waren: 1 g Pyrogallo! 
entspricht 3,67 g Ag, 3,612 g Ag, 3,601 g Ag, 3,73g Ag. 

Der héchste Wert war 3,73 g Ag, der niedrigste 3,601, was einer 
Differenz von 3,4°%, entspricht. 


Der Mittelwert, den wir unseren Bestimmungen zugrunde legten, 
war: 1 g Pyrogallol entspricht 3,653 g Ag. Es entspricht dies annahernd 
der Relation 1 Mol. Pyrogallol: 4 Atome Ag. 


c) Silberwertbestimmung des Pyrogallols in saurer Lésung. 


Eine eingewogene Menge von Pyrogallol wurde in Wasser auf- 
gelést mit 1 °iger Schwefelsiure und mit einem Uberschu8 von Silber- 
nitrat versetzt. Die Schwefelsiure wurde in solecher Menge zugesetzt, 
da8B die Endkonzentration der Lésung ungefahr 0,3°%ig war. (Die 
Grenzen sind aber sehr weit, so daB wir auch bei halb als auch bei 
doppelt so starker Konzentration dieselben Werte bekommen.) 


Das Silber wird nach einer Stunde abfiltriert, gewaschen, in Salpeter- 
siure gelést und titriert. Diese Silberlésung ist némlich farblos, so daB 
man die Volhard-Titration anwenden kann. Die gefundenen Werte 
waren: 1 g Pyrogallol entspricht: 1,274 g Ag, 1,294 g Ag, 1,283 g Ag, 
1,298 g Ag. 

Der Mittelwert, den wir unseren Berechnungen zugrunde legten, 
betrug: 1 g Pyrogallol entspricht 1,286 g Ag, entsprechend einer Relation 
von etwa 1 Mol. Pyrogallol: 1,2 Atome Ag. 


Die Trennungsmethode wurde an Gemengen von Pyrogallol und 
Brenzkatechin von bekanntem Gehalt iiberpriift. Dabei wurde erst 
in neutraler Lésung die Summe der Silberwerte von Pyrogallol und 
Brenzkatechin bestimmt, dann in saurer Lésung der Silberwert des 
Pyrogallols allein. 

Zum Beispiel: 1g Pyrogallol und 1g Brenzkatechin wurden in 
200 ccm Wasser aufgelést. In 20 ccm der Lésung wurde bei saurer 
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Reaktion als Silberwert des Pyrogallols 0,12936 g Ag gefunden, was 
fiir die ganze Lésung einem Silber wert von 1,2936 g Ag und (umgerechnet 
auf den Silberfaktor 1,286) 1,005 g Pyrogallol entspricht. In weiteren 
20 cem wurde bei neutraler Reaktion der Silberwert 0,4896 g Ag ge- 
funden, was fiir die ganze Lésung dem Werte 4,896g entspricht. 1,005 g 
(statt wie berechnet 1,000) Pyrogallol entsprechen bei neutraler Reaktion 
einem Silberwert von 3,673 g¢ Ag. 

4,896 — 3,675 1221 g Ag ist also der Silberwert des in Jer 
Lésung vorhandenen Brenzkatechins, was umgerechnet 0.9495 Brenz- 
katechin (statt wie berechnet 1,00) entspricht. 


Mehrere Beispiele dieser Art ergeben abnliche Ubereinstimmung. 


Vv. Oxydation von Phenol. 


1. 9,59 g in Wasser gelésten Phenols wurden mit 10 ccm einer 
0.5% igen Eisensulfatlisung und mit l0cem 1°,igen Wasserstoff- 
superoxyds, welche auf 100cem verdiinnt waren, versetzt. Nach 
24 Stunden wwden die sparlich aufgetretenen Melanine abfiltriert und 
gewogen. Menge 0,048 g. Die Léisung wurde mit Wasserdampf bis 
zum Verschwinden der Phenolreaktion destilliert, der phenolfreie 
Riickstand wurde erschépfend ausgeathert und der Ather abdestilliert : 
Gewicht des atherliéslichen Riickstandes 1,45 g. Der Riickstand wurde 
in Wasser aufgenommen und, da er sich darin nicht vollstandig léste, 
filtriert. Der ungeléste Riickstand wog 0,5 g und erwies sich durch 
seinen Schmelzpunkt und seine Farbreaktionen als Purpurogallin, 
welches wahrscheinlich aus Chinon und Pyrogallol, die beide bei der 
Oxydation entstehen, entstanden ist. Dem Filtrat wurde ein aliquoter 
Tei] entnommen, mit Bleizucker gefallt und filtriert. Das Filtrat redu- 
zierte noch schwach Silbernitrat. 


Es wurde ausgeathert, der atherische Riickstand war aber so 
minimal, da8 er nicht weiter bestimmt wurde. Nach den Farbreaktionen 
zu schlieBen, handelte es sich um Spuren von Hydrochinon. Der Blei- 
zuckerniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, filtriert, 
das Filtrat durch Luftdurchleiten und Eindampfen vom Schwefel- 
wasserstoff befreit und in der Lésung Pyrogallol neben Brenzkatechin 
bestimmt. Bei der Reduktion in saurer Lésung bekamen wir, auf die 
Gesamtmenge umgerechnet, einen Silberwert von 0,283 g Ag; bei der 
Reduktion in neutraler Lésung einen von 1,502 g Ag, was umgerechnet 
0,22 g Pyrogallol und 0,543g Brenzkatechin entspricht. Die Aus- 
beute an Brenzkatechin betrigt also 5,6°%,. 


2. 10g in Wasser gelésten Phenols wurden zuerst mit 10ccm einer 
1°% igen Wasserstoffsuperoxydlésung, die auf 100 ccm verdiinnt war, 
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und dann mit 10 ccm einer 0,5°,igen Eisensulfatlésung versetzt. Nach 
24 Stunden wurden die Melanine abfiltriert (Menge 0,028 g) uad dic 
Lésung weiter wie unter 1. behandelt. Der atherische Riickstand war dies- 
mal um vieles geringer, er wog nur 0,35g. Er war fast ginzlich in Wasser 
léslich, der Purpurogallinanteil betrug 0,02 g. Die Lésung gab keine 
Pyrogallolreaktionen, und bei der Bestimmung erwies sich, daB sie nur 
Brenzkatechin enthielt. Der gefundene Silberwert betrug 0,431 g Ag, 
was 0,34g Brenzkatechin, also einer Ausbeute von 3,4°, entspricht. 

3. 10g Phenol wurden in Wasser gelést, mit 2,7 g Eisensulfat 
und mit 1°,igem Wassersuperoxyd im molaren Verhiltnis 1:1 (also 
einer viel gréBeren Menge als frither) versetzt. Nach 24 Stunden wurden 
die Melanine abfiltriert (Menge 0,734 g) und die Lésung wie gewéhnlich 
verarbeitet. Der Atherriickstand wog 4,68 g. Die Purpurogallinmenge 
war minimal, im Filtrat des Bleizuckerniederschlags fanden sich wieder 
kleine Mengen Hydrochinon. Die Ausbeute bestand fast ginzlich aus 
Brenzkatechin. Die Silberreduktion in saurer Lésung war minimal. 
Die Reduktion in neutraler Lésung ergab 5,887 g Ag, was 4,57 g Brenz- 
katechin entspricht. Die Pyrogallolmenge = 0,11 g, Brenzkatechin- 
ausbeute 45,7 °%. 

4. 10g Phenol wurden mit 5,56 g Eisensulfat (das ist die doppelte 
Eisenmenge wie in Versuch 3) und mit Wasserstoffsuperoxyd im Ver- 
haltnis 1:1 versetzt. Die nach 24 Stunden abfiltrierte Melaninmenge 
betrug 0,076 g. 

Die Lésung wurde wie gewdhnlich verarbeitet, der Atherriickstand 
betrug 2,75 g. Der in Wasser unlésliche Teil wog 0,2 g. 

Der Bleizuckerniederschlag wurde diesmal mit verdiinnter 
Schwefelsaure zerlegt, das Bleisulfat abfiltriert, das Filtrat ausgeathert, 
der atherische Riickstand in Wasser aufgenommen und darin wie ge- 
wohnlich Brenzkatechin und Pyrogallol bestimmt. Die in neutraler 
Lésung abgeschiedene Silbermenge betrug 1,684 g Ag, die in saurer 
Lésung 0,121 g Ag, was einer Pyrogallolmenge von 0,094 und einer 
Brenzkatechinmenge von 1,04 g entspricht. Brenzkatechinausbeute 10 %,. 


Zusammenfassung. 

1. In Bestaétigung der Angaben K. Spiros wurde bei der Oxydation 
von Phenol mit H,O, bei Gegenwart von Eisensulfat stets Brenz- 
katechin in nicht unerheblichen Mengen gefunden. Das bei analoger 
Behandlung des Tyrosins auftretende Ortho-Dioxyderivat trat nur 
in so geringen Mengen auf und war so verginglicher Natur, daB an eine 
quantitative Auswertung nicht zu denken war. 

2. Bei Oxydation des Phenols traten neben dem Brenzkatechin 
auch Pyrogallol, Purpurogallin und Spuren von Hydrochinon auf. 
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3. Die quantitative Bestimmung dieser Produkte nebeneinander 
vurde derart durchgefiihrt, daB das Oxydationsgemenge nach 
Beseitigung des Phenols durch Wasserdampfdestillation mit Ather in 
einem rotierenden Extraktionsapparat erschépft wurde. Das Pur- 
purogallin wurde mit Hilfe seiner Schwerléslichkeit in Wasser abgetrennt, 
Brenzkatechin und Pyrogallol durch die Bleizuckerfallung von Hydro- 
chinon getrennt. Zur Bestimmung von Brenzkatechin neben Pyrogallol 
wurde ein Verfahren ausgearbeitet, welches auf dem Umstande beruht, 
daB Pyrogallol bereits bei saurer Reaktion, Brenzkatechin aber erst 
bei neutraler Reaktion Silbernitrat reduziert. 

4. Die Ausbeuten an Brenzkatechin variierten je nach Umstanden 
zwischen 3 bis 45°. Die Ausbeuten an Melaninen waren sehr gering, 


die héchste erzielte Ausbeute betrug 7,6°,. 








Uber die Synthese des d,1-2,5-Dioxyphenylalanins. 


Von 
Kinsaburo Hirai. 
(Aus der Kinderklinik der medizinischen Akademie zu Nagasaki.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1927.) 


Nachdem es mir gelungen war, unter Anwendung der Glycin. 
anhydridmethode von 7’. Sasaki das d, 1-3, 4- und das d, 1-2, 4- Dioxy- 
phenylalanin darzustellen, ging ich daran, auch das d, 1-2, 5-Dioxy- 
phenylalanin mit Hilfe desselben Verfahrens zu synthetisieren. Die 
Methodik selbst war fast die gleiche wie in den beiden bereits be- 
schriebenen Fallen. Zunachst suchte ich den Gentisinaldehyd bzw. 
den Gentisinaldehyd-dimethylather aus Hydrochinon oder Hydro- 
chinon-dimethylather nach Tiemann und Miiller' darzustellen, die 
Ausbeute war aber sehr gering. Eine bedeutend bessere Ausbeute an 
Gentisinaldehyd erhielten wir nach der Vorschrift von O. Neubauer 
und L. Flatow*, welche uns die Méglichkeit gab, diesen Aldehyd aus 
Salicylaldehyd durch Behandlung mit Natronlauge und Kaliumpersulfat 
zu gewinnen. Der Gentisinaldehyd wurde ebenso wie der Resorcyl- 
aldehyd mit Dimethylsulfat methyliert ; die Kondensation des Gentisin- 
aldehyd-dimethylithers erfolgte mit Glycinanhydrid, die Spaltung 
wurde darauf mit Jodwasserstoffsiure bewirkt. Die Reaktion verlief 
ganz glatt wie beim d, ]-Resorcylalanin. Da mit Hilfe der Glycinanhydrid- 
methode von 7’. Sasaki die Synthese von drei Isomeren des Dioxy- 
phenylalanins gegliickt war, habe ich mich nun bemiht, die Ausbeute 
méglichst zu erhéhen. Im Falle des d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanins 
vermochte ich durch einige Ubung ein reineres Praparat in besserer 
Ausbeute zu gewinnen und mit demselben verschiedene biochemische 
Versuche anzustellen. Bei zwei anderen Isomeren, namlich dem d, 1-2, 4- 
und dem d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin, besteht auch die Aussicht, eine 
noch bessere Ausbeute zu erzielen. Sowohl! das 2, 4- als auch das 2, 5- 
Dioxyphenylalanin waren bisher noch nicht in der Natur aufgefunden 


' Tiemann und Miiller, Ber. 14, 1985, 1881. 
2 O. Neubauer und L. Flatow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 382, 1907. 
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worden, und wie ich schon in meiner vorangegangenen Mitteilung 
betonte, ist es von besonderer Bedeutung, solche in der Natur nicht 
vorkommenden Aminoséuren vom biochemischen Standpunkt aus zu 
erforschen. Vor allem interessiert es uns, die Beziehungen zwischen 
derartigen Aminosiuren und den Hormonen oder Vitaminen auf- 
zudecken. Ein englischer Forscher, C. H. Harington', beriithrte diesen 
Gegenstand jiingst in einer hochinteressanten Arbeit tiber das Thyroxin, 
die wirksame Substanz der Schilddriise. Nach den Befunden dieses 
Autors stellt das Thyroxin nichts anderes dar als eine jodhaltige Amino- 
siure mit zwei Benzolkernen und mit Alanin in der Seitenkette. 

Hier méchte ich auch erwihnen, daB ich durch die Untersuchung 
des Dioxyphenylalanins eine Erklirung fiir die Melaninbildung aus 
|-Tyrosin durch bakterielle Zersetzung oder Tyrosinasewirkung zu 
finden hoffte. Ich hatte es fiir méglich gehalten, das Dioxypheny!- 
alanin, das leicht oxydierbar ist und eine melaninartige Substanz 
bildet, bei der Umwandlung von 1-Tyrosin in Melanin zu isolieren. 
So beschaftigte ich mich hauptsichlich mit der Synthese des Dioxy- 
phenylalanins. Denselben Gedankengang verfolgte auch der englische 
Forscher Raper®, der Tyrosinase aus Tenebrio molitor auf Tyrosin in 
Wasser unter Einleitung von Sauerstoff einwirken lieB und dabei 
1-3, 4-Dioxyphenylalanin sowie 5, 6-Dioxyindol und 5, 6-Dioxyindol- 
2-carbonsiure isolieren konnte. Durch diesenVersuch hat die Annahme, 
da8 Adrenalin aus Tyrosin gebildet werden kann, eine starke Stiitze 
erfahren. Auch bei bakteriellen Spaltungen besteht die Méglichkeit, 
da8B das 3, 4-Dioxyphenylalanin als intermediires Produkt aus 1-Tyrosin 
gebildet wird und daB das leicht oxydierbare Zwischenprodukt dann 
weiter bis zum Melanin umgewandelt wird. Angeregt durch die Befunde 
Rapers habe ich meine friiheren Untersuchungen wieder aufgenommen 
und mich bemiiht, durch Einwirkenlassen von Proteus vulgaris auf 
1-Tyrosin in eiweibfreier Nahrlésung das 1-3, 4-Dioxyphenylalanin zu 
gewinnen. Aber bis jetzt bin ich noch nicht in der Lage, tiber irgend- 
welche positive Ergebnisse zu berichten. 

Experimenteller Teil. 
1. Gentisinaldehyd-dimethylather. 

Den Gentisinaldehyd stellte ich nach der Vorschrift von O. Neubauer 
und L. Flatow*® aus Salicylaldehyd dar. Zur Methylierung wurden 7,0 g 
Gentisinaldehyd in 50 cem 10°,iger Natronlauge gelést und das Dimethy!- 
sulfat ganz langsam aus einem Tropftrichter unter staéndigem Schiitteln 


! OU. H. Harington, Biochem. Journ. 20, 300, 1926; C. H. Harington 
und @. Barger, ebendaselbst 21, 169, 1927. 

2 H.S. Raper, Biochem. Journ. 20, 735, 1926; 21, 89, 1927. 

3 0. Neubauer und L. Flatow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 382, 1907. 
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zutropfen gelassen. Dabei fand geringe Erwarmung statt. Nach dem 
Erkalten wurde das Reaktionsgemisch wiederholt mit Ather geschiittelt 
und aus diesem Atherauszug der Ather abdestilliert. Der Destillations- 
riickstand war fast farblos und von éliger Konsistenz. Nach dem Zusatz 
von 100 ccm Wasser unterwarf ich diese élige Masse der Wasserdampt- 
destillation. Das Destillat war anfangs milchig getriibt, aber nach dem 
Stehenlassen tiber Nacht im Eisschrank hatten sich schéne farblose Kristalle 
in langen Nadeln ausgeschieden. Nach dem Absaugen und Trocknen im 
Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium betrug die Menge der Kristalle 3,4 g; 
sie zeigten den richtigen Schmelzpunkt des Gentisinaldehyd-dimethy! 
iithers, naimlich F. 50 bis 51°C. 


2. 2, 5-Dimethoxy-benzal-glycinanhydrid. 


Die Kondensation des Gentisinaldehyd-dimethylathers mit Glycin- 
anhydrid erfolgte ebenso wie bei der Synthese des Resorcylalanins’. 1,5 g 
Glycinanhydrid und 3,5g Gentisinaldehyd-dimethylather wurden fein 
pulverisiert und im Vakuumexsikkator iiber Phosphorsiéiureanhydrid 
getrocknet. Nach dem Vermischen beider Substanzen in einem Rund- 
kolben wurden noch 2,4 g einmal geschmolzenes, fein pulverisiertes, wasser- 
freies Natriumacetat und 4,4g Essigsiureanhydrid zugefiigt. Dieses 
Gemisch wurde in einem 300-cem-Rundkolben mit Steigrohr wahrend 
7 Stunden im Olbad auf 160 bis 170° C erhitzt. Das Kondensationsprodukt 
digerierte ich zundchst mit viel Wasser, darauf mit Alkohol; nach dem 
Trocknen wog die rétlichgelbe Masse 3,1 g, 79,5°, der Theorie entsprechend. 
Zum Umkristallisieren wurden 1,0g Kondensationsprodukt in 100 ccm 
Eisessig hei8 gelést und filtriert. Beim Erkalten schieden sich schéne gelbe 
Kristalle aus. Die Kristalle wurden scharf abgesaugt und wiederholt mit 
Wasser gewaschen; nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator  iiber 
Phosphorséureanhydrid betrug ihr Gewicht 0,7 g. Der Schmelzpunkt lag 
bei 278 bis 279°C (unkorrigiert). 

0,1034 ¢ Substanz n/10 NH, 5,05 ccm, 
0,1168 g - 0,2749 g CO, und 0,0567 g H,O. 
Cy.H»O,N,: Ber.: C 64,36, H 5,44, N 6.83%; 
Gef.: C 64,19, H 5,43, N 6,83%. 


3. Spaltung von 2, 5-Dimethoxy-benzal-glycinanhydrid in d, 1-2, 5-Dioxy 
phe nylalan in. 


OH 


—CH,—CH— COOH. 
OH NH, 


Die Spaltung des 2, 5-Dimethoxy-benzal-glycinanhydrids erfolgte in 
derselben Weise wie bei 7’. Sasaki, und ich bediente mich auch derselben 
Isolierungsmethode wie im Falle des d,1-Resorcylalanins. 3g Konden- 
sationsprodukt wurden unter Zusatz von 2g rotem Phosphor in 20 ccm 
Jodwasserstoffsiure (D = 1,7) gelést und 8 Stunden lang im Rundkolben 


\ 


1 Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 177, 449, 1926. 
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Synthese des d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanins. | 


utter RiickfluBkiihlung gekocht. Die resultierende Lésung wurde mit 
100 cem Wasser verdiinnt und filtriert. Das klare Filtrat wurde mit 20 cem 
Kisessig angesdiuert und mit 20° .iger Bleiacetatlésung gefallt. Nach dem 
\bfiltrieren von Bleijodid wurde das farblose, klare Filtrat mit Ammoniak 
alkalisch gemacht und der dabei entstandene volumindése, farblose, amorphe 
Niederschlag abgesaugt und mehrmals mit Wasser gewaschen. Der Riick- 
stand samt Filtrierpapier wurde in 450 ccm Wasser fein suspendiert und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Der itiberschiissige Schwefelwasserstoff 
wurde durch einen Kohlensdéiurestrom verjagt. Nach dem Filtrieren des 
Bleisulfids wurde die farblose, klare Fliissigkeit unter Kohlensdéureeinleiten 
und unter vermindertem Druck stark bis zur Trockne eingeengt. Der 
mechanisch aus dem Kolben herausgenommene Riickstand wog nach dem 
lrocknen im Vakuumexsikkator tiber Phosphorséureanhydrid 1,4 g. Die 
vesamte Substanz wurde in 15 ccm mit schwefliger Saure versetztem Wasser 
heifS gelést und filtriert. Nach dem Stehenlassen im Eisschrank wurden 
05g Kristalle erhalten, die zuvor scharf abgesaugt und mit Acecton ge- 
waschen worden waren. Die Substanz war stickstoffhaltig und schmolz 
bei 203 bis 204°C (unkorrigiert) unter Zersetzung. Sie war schwer ldéslich 
in fast allen organischen Lésungsmitteln, namlich in Alkohol, Aceton, 
(ther, Chloroform, Benzol und Ligroin, waihrend sie in Wasser sehr 
leicht léslich war. Die wiisserige Lésung reagierte neutral gegen Lackmus 
und farbte sich bei Zusatz von Ammoniak allmahlich schwarz, und bei 
Zusatz von Eisenchloridlésung schwarzlich-griin. 


0,1006 ¢ Substanz n/10 NH, 5,15 cem, 
O1162¢ ,, 0.2337 ¢ CO,, 0,0592 ¢ H,O. 
C,H,,0,N: Ber.: C 54,80, H 5,65 / 
Get.: C 54,85, H 5,69, N 7,16° 








Uber Dopa-Hyperglykaimie. 


Von 
Kinsaburo Hirai und Kumataro Gondo. 
(Aus der Kinderklinik der medizinischen Akademie zu Nagasaki.) 
(Eingegangen am 24, Juli 1927.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Der eine von uns (Hirai)! hat iiber die Synthese der drei Isomeren 
des Dioxyphenylalanins berichtet, das biochemische Verhalten dieser 
synthetisch dargestellten Aminoséiuren wurde aber unberiihrt gelassen. 
Von den biochemischen Eigenschaften dieser Aminoséiuren haben wir 
zuerst den EinfluB derselben auf den Blutzucker bei Tieren untersucht. 
Abderhalden*, Chikano® u. a. haben die Beziehungen zwischen ver- 
schiedenen Aminoséuren und der Adrenalinwirkung bereits eingehend 
untersucht. Von besonderem Interesse ist die Feststellung der aus- 
gesprochen hyperglykimischen Wirkung des d, 1-3, 4-Dioxypheny]- 
alanins in der Abhandlung von Chikano. Bei wnseren Versuchen be- 
stimmten wir vergleichsweise den Blutzucker des Tieres nach Injektion 
von drei Isomeren des d, ]-Dioxyphenylalanins, nimlich des d, 1-3, 4-, 
des d, 1-2, 4- und des d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanins. Das mit d, 1-3, 4- 
Dioxyphenylalanin erhaltene Resultat stimmte gut mit den Befunden 
Chikanos iiberein, wihrend die beiden iibrigen, das d. 1-2, 4- und das 
d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin, auf den Blutzuckergehalt des Versuchs- 
tieres fast véllig wirkungslos blieben. Mit d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanin 
stellten wir vier Tierversuche an, indem wir zweimal 0.2 g und zweimal 
0,3 g Aminosiéure injizierten. Die erreichte Héhe der Hyperglykimie 
verlief immer der Menge der angewandten Aminoséure parallel; in 
den letzteren Fallen lag somit das Maximum des “Blutzuckergehalts 
immer héher als in den ersten Versuchen. Zur Kontrolle wurden vier 
Versuche mit Injektionen von ]-Adrenalin ausgefiihrt; hierbei wurde 


' Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 114, 67, 1921; 177, 449, 1926. 
2 KF. Abderhalden und Gellhorn, Ptliigers Arch. 206, 154. 
3 VM. Chikano, Mitt. d. med. Gesellsch. zu Osaka 25, 6, 1926. 
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der héchste Blutzuckergehalt immer 2 Stunden nach der Injektion 
festgestellt, wahrend dies bei der Injektion von d, |-3, 4-Dioxyphenyl- 
alanin meist nach 3 Stunden der Fall war. 

Das verschiedene Verhalten der drei Isomeren des Dioxypheny!- 
alanins in bezug auf den Blutzucker kénnte vielleicht so gedeutet 
werden, daB das d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanin seiner chemischen Kon- 
stitution nach mit dem Adrenalin (3, 4-Dioxyphenyl-athanol-methyl- 
amin) naher verwandt ist als die beiden anderen Verbindungen. Was 
die Muttersubstanz des Adrenalins anbetrifft, so wurde Tyrosin, 
Tryptophan, Oxy- und Dioxyphenylserin angenommen. Durch die 
Auffindung von 1-3, 4-Dioxyphenylalanin in Vicia faba (Guggenheim') 
und die Bildung derselben Verbindung durch Einwirkung von Tyrosinase 
auf 1-Tyrosin (Raper*), wurde das Vorkommen von Brenzkatechin- 
aminoséure in der Pflanzenwelt sichergestellt und iiberdies die Existenz 
dieser Aminosiwe im tierischen Organismus sehr wahrscheinlich 
gemacht. Bloch®, der die interessante Beziehung einer spezifisch 
wirkenden tierischen Oxydase zum 3, 4-Dioxyphenylalanin aufgedeckt 
hat, glaubte, daB das Vorhandensein einer derartigen Brenzkatechin- 
aminoséure auch im Tierorganismus nicht ausgeschlossen erscheint 
und daB sie méglicherweise die Muttersubstanz des Adrenalins darstellt. 
Die allbekannte Tatsache, da8 die Haut bei Morbus addisonii durch 
Hautpigment stark schwarz verfairbt ist, soll nach Bloch und Léffler* 
so gu erklaren sein, da8 die vermutliche Muttersubstanz des Adrenalins 
bei dieser Krankheit nicht mehr in Adrenalin verwandelt werden 
kann, weil infolge anatomischer Veranderung der Nebenniere diese 
nicht mehr zur Ausiibung ihrer normalen Funktionen befahigt ist. 
Diese die Vorstufe des Adrenalins darstellende Substanz zirkuliert 
im erkrankten Organismus und wird durch die Dopase der Haut unter 
Pigmentbildung oxydiert. Bei unseren Versuchen ist es auch von 
Interesse, daB unter den drei Verbindungen von ahnlicher chemischer 
Struktur nur das d,1-3,4-Dioxyphenylalanin den Blutzuckergehalt 
zu erhéhen vermochte, wahrend die beiden anderen, das d, |-2, 4- 
und das d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin fast gar keine Wirkung auf den 
Blutzuckergehalt ausiibten. Wenn wir an die chemische Zusammen- 
setzung des Adrenalins und an die des d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanins 
denken, so mag es vielleicht auch méglich sein, daB eine gewisse Be- 
ziehung zwischen der Adrenalin- und dieser Dopa-Hyperglykamie 
besteht. Weitere Versuche mit dem optisch-aktiven 3, 4-Dioxyphenyl- 


' Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 

2 H.S. Raper, Biochem. Journ. 20, 735, 1926. 

% Bloch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 226, 1916. 

* Bloch und Léffler, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 121, 262, 1916. 
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alanin sind in unserem Laboratorium im Gange; es kann der Fall sein 
daB auch beim 3, 4-Dioxyphenylalanin das gleiche Verhaltnis obwaltet wir 
bei der optischen Aktivitét des Adrenalins zu seiner physiologischen 
Wirksamkeit. 

Experimenteller Teil. 


Die drei Isomeren, das d, 1-3, 4-, das d, 1-2, 4- und das d, 1-2, 5-Dioxy 
phenylalanin, wurden alle nach der 7’. Sasakischen Glycinanhydridmethod 
aus Vanillin, Resorcylaldehyd-dimethylather bzw. Gentisinaldehyd-dimethy| 
ather dargestellt. Beim Tierversuch wurde die Substanz stets im Trocken 
schrank bei 100° C getrocknet und sterilisiert, darauf in 10 cem sterilisierter, 
physiologischer Kochsalzlésung gelést und in die Bauchwand subkutan 
injiziert. Bei der Behandlung des Versuchstieres wurden alle Méglichkeiten 
vermieden, die unabsichtlich eine Hyperglykamie hervorrufen kénnten. 
Das Versuchstier hatte vor jedem Versuch 24 Stunden lang gehungert. 
Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach der Bangschen Mikromethode. 
Die K6érpertemperatur des Versuchstieres wurde anal gemessen; in fast 
allen Versuchen hatte die Kérpertemperatur die Tendenz zur Abnahme. 
In jedem Falle suchten wir zwar den Harn zu sammeln, aber es war ver- 
gebens; nur beim Versuchstier Nr. 4 (d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanin) gelang 
uns die Harnuntersuchung: der Harn war nicht zuckerhaltig, gab aber 
positive Diazoreaktion. Es ist bemerkenswert, da8B nach Befunden von 
L. Hermann’ die Diazoreaktion des Harns von Typhuskranken dureh das 
darin enthaltene Homobrenzkatechin verursacht wird. 


A, 1-Adrenalin. 
Versuch 1. 


Kaninchen, 2050 ¢. 0,2 cem 0,1 °iges 1-Adrenalin subkutan. 
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Abb. 1. 


1 L. Hermann, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 152, 153, 1926. 




















Dopa-Hyperglykamie. 


Versuch 2. 


Kaninchen, 1900 ¢. 0,2 cem 0,1°%,iges 1-Adrenalin subkutan. 
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Abb. 2. 





Versuch 32. 
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Kaninchen, 2200 ¢. 0,3ccem 0,1 %iges l-Adrenalin subkutan. 
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Versuch 4. 
Kaninchen, 1920¢. 0.3cem 0,1°.iges 1-Adrenalin subkutan. 
Blutzucker Blutzucker 
Niichtern 0,095 Nach 4 Std... oe 0,239 
Nach 1 Std 0,274 a 0,162 
a 0.344 ae. we 0,102 
Cie eee 0,317 ae wee 0,087 
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Abb. 4. 


B. d, 1-3, 4-Dioxyphenylalanin. 


Kaninchen, 2140 g. 


Versuch 1. 
0,2 g¢ d,1-3, 4-Dioxyphenylalanin subkutan. 
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Abb. 5. 







































Dopa-Hyperglykamie. w7 
Versuch 2. 
Kaninchen, 2560 g. 0,2 g¢ d,1-3, 4-Dioxyphenylalanin subkutan 
Korper> Kérper- 
Blutzucker temperatur Blutzucker temperatur 
Cc Cc 
Nachtern. . 0,076 39.9 Nach 4 Std. 0,097 38.0 
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Abb. 6 
—— Blutzuckerkurve. —-—— Kérpertemperaturkurve. 
Versuch 3. 
Kaninchen, 2180g¢. 0,3g d,1-3, 4-Dioxyphenylalanin subkutan. 
Korper- K6rper- 
Blutzucker temperatur Blutzucker temperatur 
Cc °C 
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Abb. 7 
—— Blutzuckerkurve. —-— Kérpertemperaturkurve 
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Kaninchen, 1510 ¢. 
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Versuch 4. 


0,3 ¢ d,1-3, 4-Dioxyphenylalanin subkutan. 
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—— Blutzuckerkurve. 


€ 
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Kaninchen, 2160 g. 


—-— Kérpertemperaturkurve. 


d, 1-2, 4-Dioxyphenylalanin. 


Versuch 1. 
0,3 g d, 1-2, 4-Dioxyphenylalanin subkutan. 
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Abb. 9. 
—-— Korpertemperaturkurve. 


























Dopa-Hyperglykamie. 


Versuch 2, 


OY 


Kaninchen, 2000 ¢. 0,3 g d,1-2, 4-Dioxyphenylalanin subkutan. 
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D. d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin. 


Versuch 1. 


Kaninchen, 2560g. 0,3g d,1-2, 5-Dioxyphenylalanin subkutan. 


Blutzuckerkurve. —--— K6rpertemperaturkurve. 
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Abb. 11 
—— Blutzuckerkurve. —-— Kérpertemperaturkurve. 


J 
7S 

















100 K. Hirai u. K. Gondo: Dopa-Hyperglykamie. 
Versuch 2. 
Kaninchen, 1800 g. 0,3g d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin subkutan. 
Blutzucker aie Blutzucker Phen no ; 
0 o °C 0 0 °C 
Niachtern . 0,114 87,4 Nach 4 Std. 0,118 37.3 
Nach 1 Std. 0,120 36,6 ~o ie 0,098 37,3 
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Abb. 12. 
Blutzuckerkurve. —--— K6orpertemperaturkurve. 




















Beitrige zur Frage des Hexosenabbaues in der Pflanze. 


Il. Mitteilung: 
Uber den Zustand und die Wirksamkeit des Zymaseapparates der Samen. 


Von 
W. Zaleski und L. Notkina. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium zu Charkow.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1927.) 


Vorliegende Mitteilung stellt eine direkte Fortsetzung der vorigen 
Arbeit dar und hat den Zweck, den ProzeB der Alkoholgirung der 
Erbsensamen eingehender zu erforschen, um auf diese Weise Kenntnis 
iiber die Beschaffenheit der Zymase, sowie tiber das Wirkungsvermégen 
derselben beim Keimen und Reifen der Samen zu erhalten. 

Uber den Zustand und die Wirksamkeit verschiedener Enzyme 
wihrend der Keimung und Reifung der Samen haben mehrere Forscher 
viele Daten berichtet, dennoch sind wir bis jetzt iiber diese Fragen 
wenig unterrichtet. Es ist nur festgestellt, daB die Wirksamkeit der 
meisten Enzyme wihrend der ersten Stadien die Keimung der Samen 
sehr stark steigert, diese Tatsache kann aber auch in verschiedener 
Weise gedeutet werden. 

Nach einer Ansicht hingt die Steigerung der Wirkung der Enzyme 
wihrend der Keimung der Samen von der Neubildung derselben ab, 
nach der anderen handelt es sich in diesem Falle nur um eine Uber- 
fiihrung der sogenannten Zymogene oder Profermente in fertige, d. h 
aktive Enzyme. Diese Uberfiihrung von Fermentstufe in die aktive 
Form betrachtet man als eine chemische Umwandlung. 

Die Annahme der Neubildung der Fermente, wenigstens in den 
ersten Stadien der Keimung der Samen, sowie die Existenz der Zymogene 
bleibt bis jetzt unbewiesen, und vielleicht ware es einfacher, zu vermuten, 
daB die Steigerung der Enzymwirksamkeit wahrend der Keimung 
der Samen nur Resultat einer Freilegung der Fermente infolge einer 
Lockerung adsorptiver Bindungen, sowie einer aktivierenden Wirkung 
des wechselnden Mediums darstellt. In jedem Falle unterliegt es keinem 
Zweifel, daB die wichtigsten Enzyme der héheren Pflanzen in einem 
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fertigen oder in irgend einer Weise gebundenen Zustande bereits in 
ruhenden Samen vorhanden sind, da sie sich, wie andere Stoffe, beim 
Reifen derselben ablagern. 

Was speziell die Samenzymase betrifft, so sind wir in dieser B 
ziehung sehr wenig unterrichtet. 

Godlewski! vermutete, daB8 die Zymase wahrend der Keimung der 
Erbsensamen nach und nach verbraucht und immer aufs neue gebildet 
werden muB. Nach der Meinung des Verfassers bildet sich die Zymase auc!) 
ohne Sauerstoffzutritt in der Pflanze. Hingegen behauptete Jwano//*, 
daB ,,die alkoholische Girung der Erbsen im Gegensatz zu der Hefegarung 
einer vorherigen QO,-Absorption bedarf‘. Zugunsten dieser Annahme 
spricht die Tatsache, daB das Erbsenmehl in der Luft mehr CO, als im 
Vakuum bildet, wihrend es nach dem ein- bis zweitagigen Aufenthalt in 
der Luft eine gleiche CO,-Menge in der Luft und im Vakuum ausscheidet 
Bodndar* hat diese Tatsache bestatigt und auBerdem nachgewiesen, dat 
das Erbsenmeh! in der Luft auch mehr Alkohol als im Wasserstoff bildet 
Nach Jwanof/f und Bodnar spielt der Sauerstoff eine indirekte Rolle bei 
der Bildung der Erbsenzymase, indem er aus dem Zymasezymogen Zymass 
frei macht. 

Durch diese spirlichen Angaben sind unsere Kenntnisse iiber 
den Zustand und die Wirksamkeit der Z ymase in ruhenden und keimenden 
Samen ganz erschdépft. 

Beim Studium der oben erwihnten Fragen betreten wir ein un- 
klares Gebiet. Eine auBerordentliche Vielheit der unbekannten GréBen 
verschleiert das Wesen des Enzymprozesses und besonders das der 
Alkoholgarung, die eine Kette ineinandergreifender Teilvorgange dar- 
stellt. Daher miissen wir unsere Aufgabe genauer definieren. 

Zuerst stellten wir uns die Aufgabe, die Bedingungen méglichst 
Klar abzugrenzen, unter welchen die Zymase ihre Wirkung voll entfalten 
kann. Vergleichbare Werte sind nur bei der Konstanthaltung der iibrigen 
Faktoren zu erwarten. Um einen wechselnden und zufilligen Einflub 
des Mediums, in dem die Zymase der ruhenden, keimenden und reifenden 
Samen ihre Wirksamkeit entfaltet, zu iiberténen, miissen wir uns der 
Methode der vergleichenden Aktivierung bedienen. Um die Wirksam- 
keit der Zymase unserer Objekte optimal zu erhéhen, mu8B man den 
Einflu8 verschiedener Aktivatoren auf die Alkoholgirung der Erbsen- 
samen priifen. Ceteris paribus hangt die Aktivitaét der Zymase nicht 
allein von der relativen Menge oder der Konzentration derselben 
sondern auch von ihrem Zustande ab. 

Nach diesen vorliufigen Bemerkungen wollen wir zu unseren Ver- 
suchen tibergehen. 


1 BE. Godlewski und F. Polzeniusz, Extrait du Bull. de ’Academ. d. S« 
de Cracova 1901. 

2 L. Iwanoff, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 31, 1911. 

3 J. Bodndr, diese Zeitschrift 165, 145, 1925. 
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Zu unseren Versuchen haben wir ruhende, keimende und reifende 
}rbsensamen genommen. 

Die Keimpflanzen und unreifen Samen wurden bei 30° getrocknet 
und dann wie die ruhenden Samen fein zermahlen. Das so erhaltene 
Meh] wurde mit einer entsprechenden Menge destillierten Wassers oder 
irgend einer Lésung und Toluol (5 bis 8°.) gut vermischt, auf dem 
Boden und den Wanden des Rezipienten in einer diinnen Schicht verteilt 
und dann auf eine bestimmte Zeit bei Zimmertemperatur oder im 
Brutschrank bei 25 bis 30° stehengelassen. Die von den Objekten 
ausgeschiedene Kohlensiure wurde nach der tiblichen Barytmethode 
bestimmt oder manometrisch gemessen. Um in diesem Falle groBe 
Drucke in GefaBen zu vermeiden, wurden die Manometer oftmals ge- 
éffnet und das Quecksilber auf Null gebracht. Selbstverstandlich 
wurde durch diese Methode nicht die absolute CO,-Menge, sondern 
nur ihr Uberschu8 im Vergleich zum aufgenommenen Sauerstoff be- 
stimmt. Dennoch zeigen unsere Objekte eine typische Alkoholgarung, 


Alk ] 
da die ABune -Verhaltniszah| mit der der Hefe iibereinstimmt. Dank 


,O 
dieser Methode war es méglich, den Verlauf der Alkoholgarung sehr 
einfach zu verfolgen. 

In Vakuumversuchen wurden die GefaBe bis auf 2 bis 3 mm 
evakuiert und dann luftdicht geschlossen. Nach Verlauf des Versuchs 
wurden einige Kubikzentimeter verdiinnter Schwefelsiure durch den 
Scheidetrichter in die GefaiBe einflieBen gelassen, um die gebundene 
CO, frei zu machen. Die von den Objekten ausgeschiedene CO, wurde 
nach der Barytmethode bestimmt. 

Zur Alkoholbestimmung wurde eine unter denselben Bedingungen 
eingestellte Probe, wie zur CQO,-Bestimmung, in einem  separaten 
Rezipienten benutzt. 


Zuerst haben wir die CO,-Ausscheidung und Alkoholbildung des 
Mehles der unreifen und reifen Samen (mit 100 und 30 Keimprozent) 
in der Luft und im Vakuum verfolgt. 


Zuniachst fiihren wir einen Versuch aus unserer vorigen Arbeit an. 


Je 10g Erbsenmeh!l + 12 cem Wasser. Versuchsdauer 20 Stunden. 
Temperatur 23°. 





In der Luft Im Vakuum 


Samen CO, ' Alkohol  Alkohol CO, Alkohol Alkohol 
mg mg CO, mg mg CO, 


EE eit iS . 518 51.5 100 32.4 30,0 94 
Mit 100 Keimprozent As 42.5 40.4 95 30.5 31,4 101 
§ 20.5 90.8 100 90.4 90.9 100 
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Die Alkoholgarung der schlechten Samen wird durch Zusatz von 
Kochsaft derselben fast gar nicht stimuliert. Hingegen steigert de: 
Kochsaft aus den keimfahigen Samen um 35, dieser aus Hefe um 330° 
die Alkoholgarung solcher Samen. Es enthalten also die Samen eine 
zu geringe Menge des Aktivators der Zymase, und daher antworten six 
auf den weiteren Zusatz desselben mit einer starken Steigerung der 
Alkoholgarung. Der Komplementgehalt der unreifen Erbsensamen 
ist am gréBten, dieser der schlechten am geringsten. 

Die verschiedene Energie der Alkoholgirung der Erbsensamen 
verschiedener Herkunft hangt also nicht nur von der Menge, Konzen- 
tration und Zustand der Zymase, sondern auch von einer Relation 
zwischen dem Ferment und Komplement desselben ab. Es ist auch 
méglich, daB Komplement sich ungleich schnell im Verlauf des Pro- 
zesses bildet. 

Die folgenden Versuche hatten den Zweck, die Wirksamkeit der 
Zymase wihrend der Keimung der Samen zu verfolgen. Zuerst wollen 
wir zwei Versuche anfiihren, die in einer anderen Arbeit unseres Labo- 
ratoriums! wiedergegeben sind. 


Versuch 6. 
Der Versuch mit keimfihigen Samen. Keimungstemperatur 14 bis 15°. 
Je 10g Mehl der ungekeimten Samen und Keimpflanzen + 12 cem Wasser. 
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 30°. Luftversuch. 





Alter der Keimlinge in Tagen: o° 1 3 5 
RS ee eee 30.0 65.8 50,6 32,8 
Alkohol in mg... . ; 28,1 60,2 54,0 30,0 
: Alkohol , , i P 
Verhaltnis 5a See 2S ae 93 92 108 94 


* Ruhende Samen. 


Die in gleichen Zeiten gebildeten CO,-Mengen verhalten sich wie | : 2, 


Versuch 7. 
Der Versuch mit Samen mit 30 Keimprozent. Keimungstemperatur 14 
bis 15°. Je 10g Mehl der ungekeimten Samen und Keimpflanzen + 12 cem 
Wasser. Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 23°. 





Alter der Keimlinge in Tagen: 0 1 4—5 
CO, in der Luft in mg . ee 12.8 54,2 24,5 
CO, im Vacuum , , .... ; 12.5 52,6 23,1 


Die in gleichen Zeiten gebildeten CO,-Mengen verhalten sich wie 
A: 4, 3: 3,9. 


1 Die Arbeit von W. Zaleski und Olga Pissarjewski. 
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Versuch 8. 
Die Samen mit 50 Keimprozent. Keimungstemperatur 16°. Je 10g Mehl 
der ungekeimten Samen und Keimpflanzen + 12 cem Wasser. Versuchs- 
dauer 20 Stunden. Temperatur 24°. Luft- und Vakuumversuch. 





Alter der Keimlinge in Tagen 0 1 4-5 
CO, in der Luft in mg ...... 20,4 61,0 30,8 
Alkohol in der Luft in mg. oe 21,2 62,3 31,0 
CO, im Vakuum in mg . —o 20,0 60,2 30,0 
Alkohol im Vakuum in mg .... 21,4 62,5 31,2 
Die in gleichen Zeiten gebildeten CO,-Mengen verhalten sich wie 
1:3: 1,5. 


Wahrend der Keimung der Erbsensamen steigt die Energie der 
Alkoholgarung sehr schnell und erreicht bereits nach Verlauf des ersten 
Tages das Maximum. So bildet das Mehl der eintagigen Keimlinge 
zwei- bis viermal mehr CQ, und Alkohol, als das der ruhenden Samen. 
Nach Erreichen des Maximums nimmt die Energie der Alkoholgarung 


. Alkohol _. . : : Y- ; 
allmahlich ab. Das -Verhaltnis stimmt mit der fiir die 


2 
alkoholische Garung charakteristischen Verhaltniszah| tiberein. 


Zuerst miissen wir bemerken, da8 eine Abnahme der Energie der 
Alkoholgarung wahrend der Keimung nicht von einer Verminderung 
der Aktivitét der Zymase abhangt. Unsere Versuche mit abgetéteten, 
aber nicht zermahlenen Objekten geben andere Resultate. Daher 
wollen wir vorlaufig nur den ProzeB der Steigerung der Zymase- 
wirksamkeit wahrend der Keimung der Erbsensamen betrachten. 

Nach der oben angefiihrten Ansicht von Jwano/f enthalt das Mehl 
der ungekeimten Samen ein Zymasezymogen, aus dem Sauerstoff 
Zymase frei macht. Nimmt man diese Ansicht an, so kann man die 
von uns nachgewiesene Steigerung der Zymasetatigkeit wahrend der 
Keimung der Erbsensamen als eine Bildung derselben aus . ihrem 
Zymogen betrachten. 

Dennoch ist die Ansicht von Jwanoff iiber die Existenz des Zymase- 
zymogens in ruhenden Erbsensamen experimentell nicht begriindet. 
Der Verfasser hat nur festgestellt, daB der Sauerstoff die Alkoholgarung 
stark stimulieren kann. Worin aber die Wirkung des Sauerstoffs auf 
die Alkoholgirung besteht, dariiber kann man vorlaufig nur Ver- 
mutungen aussprechen. 

Wenn das Erbsenmehl im Vakuum gart, so miissen wir nach der 
Ansicht von Jwanoff neben dem Zymasezymogen auch das Vorhandensein 
der freien Zymase annehmen, da diese sich ohne Sauerstoff nicht 
bilden kann. Es ist selbstverstindlich, daB die Zymase sich wahrend 
des Reifens der Samen bilden muB, und es ist wahrscheinlich, daB sie 
zuerst als solche entsteht und dann im Form des Zymogens gespeichert 
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wird. Man konnte daher vermuten, da8 die unreifen Samen relatiy 
armer am Zymogen und reicher an Zymase als die ruhenden sind. In 
der Tat haben wir gesehen, daB das Meh! der unreifen Samen starker 
als das der ruhenden gart. Dennoch ist der Unterschied in der C0,. 
und Alkoholbildung in der Luft und im Vakuum im ersten Falle g: 6Ber 
was nicht zugunsten der Ansicht von Jwanoff spricht. 

Um diese Frage zu klaren, haben wir folgenden Versuch angestellt. 


Versuch 9 bis 10. 
Die unreifen Erbsensamen wurden zuerst bei 25 bis 30° getrocknet, 
und dann wurde eine Portion derselben gemahlen, die andere aber auf 
24 Stunden an der Luft zur Quellung gebracht. Die Samen keimten sehr 
gut (100%). Nach beendigtem Versuch wurden die Samen getrocknet 
und gemahlen. Je 5 g Mehl der ungekeimten und gekeimten Samen + 5 ccm 
Wasser. Versuchsdauer 21 Stunden. Temperatur 22°. 





Manometerstand in mm 
Quecksilber 


Samen, ungekeimte . . 97 101 
»  gekeimte . ‘ 89 98 

Wahrend der Keimung der unreifen Samen finden wir keine 
Steigerung der Alkoholgirung. Man kann behaupten, daB Zymase- 
zymogen noch nicht vorhanden war, aber wie kann man in diesem Falle 
die Sauerstoffwirkung auf die Alkoholgirung des Mehles erklaren, 
wenn es in der Luft mehr CO, und Alkohol als im Vakuum bildet. 
Der Sauerstoff stimuliert also die Alkoholgirung des Mehles in einer 
anderen Weise, als: es Jwanoff annimmt. 

Zur Lésung unserer Aufgabe miissen wir die Wirkung verschiedener 
Stimulatoren auf die Alkoholgairung des Mehles der Samen und Keim- 
pflanzen priifen, wm den wechselnden Einflu8 des Mediums auszuschalten 
und den Mechanismus der Stimulation aufzuklaren. 


Versuch 11. 
Je 10g Mehl der ungekeimten Samen (keimfahigen) und Keimpflanzen 
+ 10 cem 1. Wasser, 2. Phosphatlésung (pq = 8,0)'. Versuchsdauer 
20 Stunden. Temperatur 20°. 





Manometerstand in mm Quecksilber 


Alter der Keimlinge in Tagen: 0 1 3 5 
PR os 5 5 ks a es 64 138 54 27 
Phosphatportion . os See 133 181 92 57 
Ey “re eee 108 38 74 |} 115 


1 Die Anderung von py zwischen 7,0 bis 8,8 iibt keinen EinfluB auf die 
Energie der Alkoholgaérung des Erbsenmehles aus. Auch wirken sekundiire 
Phosphate zwischen 0,5 bis 1% gleich. Zu den Versuchen wurde eine 
ungefihr 1%ige Natriumphosphatlésung vom pq (ungefahr) 8,0 benutzt. 
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Versuch 12. 


Je 10 g Mehl der ungekeimten Samen (mit 100 Keimprozent) + 10 ccm 
Wasser und Methylenblaulésung. Versuchsdauer 20 Stunden. 
Temperatur 18°. 





Manometerstand 

in mm Queck- 
silber 
Se ee a ee ee o4 
Methylenblau, 0,04% pig 2... 2... 99 


Versuch 13. 
Je 10 g Mehl der ungekeimten Samen (mit 30 Keimprozent) + 10 ecm 
Wasser, Hydrochinon- und Brenzcatechinlésung. Versuchsdauer 20 Stunden. 
Temperatur 20°. 





Manometerstand 

in mm Quecks 
silber 
Wasser. . . Me end on We 32 
Hydrochinon, 0,1%ig . . ty 62 
Brenzeatechin, 0,1% ig . . . 2... 63 


Versuch 14. 


Je 10g Mehl der ungekeimten Samen + 10 ccm 1. Phosphatlésung, 
2. Trockenhefeextrakt. Temperatur 24°. (Samen mit 100 Keimprozent.) 





Manometerstand in mm Quecksilber 


Zeit in Stunden: 3 3 12 3 21 
Phosphatlésung . . . 30,5 30,8 122.0 30,9 s 214.2 
Trockenhefeextrakt . ; 45.1 45.9 189.0 46,4 326.4 


Versuch 15. 


Je 10g Mehl der eintaégigen Keimpflanzen (Samen mit 100 Keimprozent) 
+ 10ccm 1. Phosphatlésung, 2. Trockenhefeextrakt, 3. Wasser. 
Temperatur 24°. 





Manometerstand in mm Quecksilber 


Zeit in Stunden 3 3 12 3 = 21 
Wasser .... 7% 30,4 31.5 121.8 30,8 214.5 
Phosphatlésung . . : 45.0 45.8 184,1 46.5 321.4 


Trockenhefeextrakt . : 47,8 48.0 189.0 48.0 332.8 
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Versuch 16. 
Je 10g Mehl der ungekeimten Samen und eintigigen Keimpflanzen 
(Samen mit 100 Keimprozent) + 12 cem Wasser und Trockenhefeextrakt. 
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 30°. 





Wasser Trockenhefeextrakt 


CQO, in mg Alkohol in mg CO, in mg Alkohol in mg 


Ungekeimte Samen . as 30 - g? 100 
Kintagige Keimpflanzen . . . 65.8 60.2 110 120 


Zuerst sei bemerkt, daB der Charakter der Wirkung verschiedener 
Stimulatoren auf die Alkoholgirung des Erbsenmehles verschieden ist. 
Methylenblau, Hydrochinon und Brenzeatechin stimulieren manchma! 
die CO,-Ausscheidung des Mehles, und es scheint, als ob diese Sub 
stanzen zufallig wirken. So z. B. steigert Methylenblau die C O,-Aus 
scheidung des Mehles der ungekeimten Samen, wahrend es die der ge- 
keimten bald stimuliert, bald nicht. Weiter stimulierten Hydrochinon 
und Brenzcatechin nur die CO,-Ausscheidung der Samen mit 30 Keim- 
prozent. Unter anderem vermégen diese Substanzen das Zymase- 
system vor angreifenden Fermenten zu schiitzen. In der Tat hat 
Palladin' gezeigt, daB Methylenblau, Hydrochinon und _ besonders 
Brenzecatechin die Energie der Proteolyse stark vermindern. Unsere 
richt angefiihrten Versuche zeigen, daB Brenzeatechin nicht nur die 
GréBe, sondern auch die Dauer der C O,-Ausscheidung steigert. Unter 
anderem kann auch der Sauerstoff in derselben Weise wirken, da er 
auch die Energie der Proteolyse vermindern kann?. 

Hingegen stimulieren sekundare Phosphate die Alkoholgirung 
des Erbsenmehles fast in allen Versuchen, und nur das Meh! der un- 
reifen Samen reagiert nicht auf den Zusatz derselben. Allgemein wird 
das Erbsenmehl um so starker durch Phosphatzusatz stimuliert, je 
schwacher es gart. So z. B. wird die Alkoholgirung des Mehles der 
ungekeimten Samen um 108 und die der eintaégigen Keimpflanzen 
nur um 38°, gesteigert. Das sehr energisch girende Meh! der unreifen 
Samen antwortet gar nicht auf Phosphatzusatz. Wenn das Meh! dieser 
Samen eine relativ groBe Menge der anorganischen Phosphate enthalt. 
steht die stimulierende Wirkung der sekundéren Phosphate dennoch 
nicht im direkten Zusammenhang mit der Phosphatmenge der Objekte. 
Da unsere Objekte anorganische Phosphate enthalten, so ist es wahr-. 
scheinlich, daB sekundare Phosphate hauptsiachlich indirekt wirken 
Infolge der giinstigen Reaktion wird nicht nur die Bildung von Hexose- 


1 W. Palladin, diese Zeitschr. 44, 318, 1912. 
2 W. Palladin und Kraule, ebendaselbst 39, 290, 1912. 
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phosphaten stimuliert, wenn eine solche tiberhaupt stattfindet, sondern 
auch die Wirksamkeit des Zymaseapparates gesteigert. AuBerdem 
stiitzen sekundire Phosphate die Zymase vor Proteasenwirkung. Die 
stimulierende Wirkung sekundarer Phosphate auf die Alkoholgarung 
des Erbsenmehles auBert sich im Verlauf des ganzen Prozesses. Daraus 
kann man schlieBen, daB die Wirkung der sekundaren Phosphate auf 
die Alkoholgarung des Mehles, hauptsachlich auf die alkalische Re- 
aktion derselben zuriickzufiihren ist. 

Weiter lenken wir unsere besondere Aufmerksamkeit auf die 
Wirkung des Trockenhefeextraktes auf die Alkoholgirung unserer 
Objekte. 

Der Trockenhefeextrakt stimuliert in allen Versuchen die Alkohol- 
garung des Erbsenmehles. Auch wird die C O,-Ausscheidung des Mehles 
der unreifen Samen durch Hefeextrakt merklich stimuliert. Wenn 
nach Bodnar (l.¢.) die CO,-Ausscheidung des Erbsenmehles in der 
Luft durch Trockenhefeextrakt vermindert wird, so hangt dieses Re- 
sultat vermutlich von der zufalligen Qualitat der von ihm benutzten 
Hefe oder Samen ab, da wir niemals eine solche Wirkung des Trocken- 
hefeextraktes auf die Alkoholgarung des Erbsenmehles beobachten 
konnten. 

Der Trockenhefeextrakt steigert die Alkoholgérung des Erbsen- 
mehles stérker als sekundaire Phosphate. Nur die Alkoholgirung des 
Mehles der eintagigen Keimlinge wird durch Trockenhefeextrakt ebenso 
stark, wie durch Phosphate stimuliert. Diese Tatsache ist wichtig, 
da sie klar zeigt, daB der Hefekochsaft auf die Alkoholgirung des 
Mehles direkt und indirekt wirken kann. Eine indirekte Wirkung des 
Hefekochsaftes kénnen wir véllig durch Phosphate ersetzen. In diesem 
Falle wirkt Hefeextrakt gleich Phosphaten als Puffer und Schutz- 
mittel des Zymasesystems. 

Die spezifische Wirkung des Trockenhefeextraktes auf die Alkohol- 
girung des Erbsenmehles erklart sich dadurch, daB dieses einen Aktivator 
der Zymase enthalt, der, wie unsere vorige Mitteilung zeigt, fiir die 
Wirksamkeit derselben notwendig ist. 

Allgemein, je relativ schwiacher das Erbsenmehl gart, um so mehr 
wird die Energie der Alkoholgirung desselben durch Hefekochsaft 
gesteigert. So wird die Alkoholgarung des Mehles der eintagigen Keim- 
linge durch Trockenhefeextrakt relativ schwacher als die der un- 
gekeimten Samen stimuliert. 

Dieser Unterschied in der Wirkung des Hefeextraktes auf die Alkohol- 
garung des Mehles der ungekeimten Samen und Keimpflanzen erklart sich 
nur durch einen verschiedenen Aktivatorgehalt dieser Objekte. Die 
ungekeimten Samen enthalten eine nicht hinreichende Menge des Ak- 
tivators, und daher wird die Alkoholgairung derselben durch weiteren 
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Zusatz dieses Stoffes, der in Trockenhefeextrakt enthalten ist, stark 
gesteigert. Hingegen enthalt das Mehl der Keimlinge eine hinreichende 
Menge des Aktivators der Zymase, und diese bedarf zur optimalen 
Wirksamkeit nur einer passenden Reaktion. Es ist daher verstandlich, 
daB man in diesem Falle nur durch Zusatz von Phosphaten eine so 
starke Stimulation der Garung herbeifiihren kann, daB der natiirliche 
Aktivator keine weitere Steigerung der Wirkung erzielt. Es ist auch 
verstandlich, da8 man durch einen Uberschu8 an Aktivator die Garung 
des Mehles der ungekeimten Samen so stark steigern kann, daB sie 
der der gekeimten Samen gleich wird. 

Dank der Methode der ausgleichenden Aktivierung konnten wir 
den Unterschied zwischen Energie der Alkoholgarung des Mehles der 
ruhenden und gekeimten Samen ganz ausgleichen. 

Nehmen wir vorléufig an, daB sich dieser Aktivator der Alkohol- 
garung wahrend der Keimung der Erbsensamen bildet, so ist die An- 
nahme der Neubildung der Zymase sowie die Bildung derselben aus 
dem Zymasezymogen entbehrlich. 

Weiter zeigen unsere Experimente, daB die Alkoholgirung des 
Erbsenmehles im Verlauf der ersten 24 Stunden mit einer konstanten 
Geschwindigkeit vor sich geht, da der Umsatz der Zeit proportional 
ist, und tatsachlich sind die in gleichen Zeiten gebildeten C O,-Mengen 
gleich. Es scheint, als ob die Aktivitaét der Zymase konstant bleibt 
und gleichsam wirkt. 

Nur mit zunehmender Versuchsdauer findet eine allmahliche 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit statt, die Konstanten werden 
nach und nach kleiner, ihre Werte fallen ab. 

Ein Abklingen der Aktivitét der Zymase hangt von einer Reihe 
der verlangsamenden und schadigenden Einfliisse verschiedener Art 
ab, die zu einer allmahlichen Inaktivierung und Zerstérung des Enzyms 
fiihren. 

Diese negativen Einfliisse wirken auch von Anfang des Prozesses 
an, und wenn dieser mit einer konstanten Geschwindigkeit vor sich geht, 
so miissen wir annehmen, daB im Verlauf des Prozesses auch eine Be- 
schleunigung der Reaktion stattfindet. Die Steigerung der Aktivitat 
der Zymase wird durch die Bildung der Aktivatoren bedingt. Im 
Verlauf der Reaktion bilden sich also die Aktivatoren der Garung, und 
es ist auch nicht ausgeschlossen, daB eine Freilegung der Zymase aus 
adsorptiven Bedingungen vor sich geht. 

Die Steigerung und die Abnahme der Aktivitét der Zymase halten 
die Wage wahrend einer gewissen Zeit, spiter aber verschiebt sich 
das Gleichgewicht zugunsten der Verminderung der Aktivitaét, und daher 
nimmt die Intensitat der Garung allmaéhlich ab. Die alkalisch rea- 
gierenden Phosphate und besonders Trockenhefeextrakt beschleunigen 
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nur die Geschwindigkeit der Reaktion, aber nicht den Verlauf derselben. 
Vorlaufig wollen wir nicht diese Frage eingehender besprechen, da wir 
die Kinetik der Alkoholgirung des Erbsenmehles nach einer genaueren 
Methode zu untersuchen gedenken. 

Uberblickt man unsere Beobachtungen, so wird man zu der Ansicht 
gedrangt, daB die Steigerung der Zymasewirksamkeit wihrend der 
ersten Stadien der Keimung nicht auf die Neubildung der Zymase 
oder auf die oxydative Verwandlung des Zymogens in die wirksame 
Zymase zuriickzufiihren ist. Die Steigerung der Zymasewirksamkeit 
wahrend der ersten Stadien der Keimung der Erbsensamen hiangt von 
der Bildung der Aktivatoren ab, unter denen ein noch unbekannter Akti- 
vator der Alkoholgirung der Kohlenhydrate, dessen Eigenschaften 
wir in friiherer Mitteilung beschrieben haben, eine erste Stellung ein- 
nimmt. 


Biochemische Zeitschrift Band 189, & 











Uber den Stoffwechsel 
der Netzhaut in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung. 


Von 
Chichio Tamiya. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Ich habe auf Vorschlag von Herrn Warburg den Stoffwechsel der 
Netzhaut in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung untersucht. 
Ein geeignetes Versuchstier war das Huhn. Die Netzhaut eines nw 
wenige Tage bebriiteten Hiihnerembryos ist fiir Stoffwechselmessungen 
hinreichend schwer. Doch ist die embryonale Netzhaut in den ersten 
Bebriitungstagen sehr empfindlich und wird bei Stoffwechsel- 
messungen leicht zerschiittelt. Deshal habe ich als friihestes Stadium 
Hiihnerembryonen nach 8 Bebriitungstagen gewahlt (Netzhauttrocken- 
gewicht 2 bis 3mg). Bis zum Tage des Ausschliipfens hatte ich dann 
noch 14 Tage zur Verfiigung. An jedem dieser Tage wwden Stoff- 
wechselmessungen ausgefiihit. AuBerdem habe ich den Stoffwechse! 
von Netzhauten erwachsener Hiihner gemessen, die 1 bis 4 Jahre alt 
waren. Die Gesamtzahl meiner Stoffwechselmessungen betiagt 6% 
Ich beschiankte mich auf die Messung der anaeroben Glykolyse' 
(Q¥7). Die Werte, die ich fiir Q¥? fand, sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt, in der die Klammern Messungen verbinden, die sich auf Netz- 
haute desselben Tieres beziehen. Abb. 1 ist eine graphische Darstellung 
die alle Versuche mit embryonaler Netzhaut umfaBt, vom achten 
Bebriitungstage bis zum Tage des Ausschliipfens (21. bis 22. Bebriitungs- 
tag). Auf der Abszisse sind die Bebriitungstage, auf der Ordinate di: 
Glykolysewerte Q¥}? aufgetragen. 


1 Multipliziert man Oy mit 0,004, so erhalt man die Milchséurebilduns 
100, - 


pro Stunde und Milligramm Netzhaut. Ist beispielsweise OY 
bildet 1 mg Netzhaut pro Stunde 0,4 mg Milchsaure. 
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Die Ergebnisse lassen sich etwa folgendermafBen zusammenfassen : 
Bis zum 17. Bebriitungstage ist Q}? kleiner als 50, was bedeutet, dab 
bis zu dieser Zeit pro Stunde und Milligramm Netzhaut weniger als 
0.2 mg Milchsiure gebildet werden. Vom 17. Bebriitungstage an 


Setrutungstag 
Abb. 1 


Stoffwechsel der embryonalen Netzhaut. Qi? fiir die Netzhaut des erwachsenen Huhnes 
war 130 (1 Jahr alt) oder 90 (4 Jahre alt). 


bis zum Tage des Ausschliipfens verdoppelt sich Q¥?. Am Tage des 
Ausschliipfens ist der Quotient rund 100, was bedeutet, daB pro Stunde 
und Milligramm Netzhaut 0,4 mg Milchsiure gebildet werden. Mit 
zunehmendem Lebensalter steigt der Quotient weiter und ist nach 
etwa einem Jahre im Mittel 130, im Héchstfalle 163. Die Netzhaut 
eines erwachsenen Huhnes bildet pro Stunde und Milligramm bis zu 
0,65 mg Milchsiiure (65°, ihres eigenen Gewichts an Milchsaiure pro 
Stunde). Wie es scheint, fallt dann Q}7 im weiteren Verlauf des Lebens 
wieder ab (nach 4 Jahien war der Quotient im Mittel 90, im Hdéchst- 
falle 110), doch 1aBt sich dies, da zu wenig Versuche vorliegen, nicht 
mit Sicherheit sagen. 
Versuchsanordnung. 


Die Versuchstiere wurden durch Kopfabschneiden getétet, das 
Praparieren bei méglichst schwachem elektrischen Licht vorgenommen. 
Die Augen wurden herausgenommen und in 37° warmes Hiihnerserum 
eingetaucht, das mit 5 Vol.-°,, Kohlenséure und 95 Vol.-°,, Stickstoff 
gesattigt war. 

Die Augen wurden lings des Aquators aufgeschnitten, die Glas- 
kérper mit einer Pinzette herausgehoben. Dann wurden die Netz- 
hiute mit einem Glasliffel vom Augengrund sorgfaltig losgelést. 


Als Milieu fiir die Stoffwechselmessungen benutzte ich in Vor- 
versuchen Ringerlésung, iiberzeugte mich aber bald davon, daB Ringer- 
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lisung die Netzhaut schadigt, insbesondere die embryonale Netzhaut 
friher Entwicklungsstadien, deren Stoffwechsel in Ringerlésung schnell 
auf Null absinkt. Deshalb ging ich zu Serum iiber, in dem, wie die 
Protokolle zeigen, der Stoffwechsel der Netzhaut, auch der embryonalen, 
himeichend lange konstant bleibt. Das Serum war immer frisches 
Hiihnerserum, das durch Zentrifugieren spontan koagulierten Hiihner- 
bluts gewonnen wurde. (Entnahme aus der Fliigelvene oder Carotis.) 
Der Bicarbonatgehalt wurde jedesmal bestimmt und entsprach 500 
bis 600 emm CO, pro Kubikzentimeter Serum. Glucose wurde zugesetzt, 
und gwar 1 mg pro Kubikzentimeter Serum, das normalerweise 2 mg 
Glucose pro Kubikzentimeter enthalt. Ich bemerke noch, daB nach 
Versuchen von Dr. H. A. Krebs artfremdes Serum nicht benutzt werden 
darf, da es den Stoffwechsel durch Schadigung der Zellen erheblich 
herabdriickt. 

Die Messung des Stoffwechsels geschah manometrisch nach den 
Vorschriften von Warburg fiir Stoffwechselmessungen in Serum!. 


Protokolle. 


Protokoll 1. 


Jedes Versuchsgefai enthalt die beiden Netzhaute eines Hiihnerembryos 
(achter Bebriitungstag). Hiihnerserum. 37,5°. Gasraum 5°,/CO, in N,, 





Versuch } Versuch 2 Versuch 3 
Volumen des Serums. .... . Up = 2ccm Up 2ccm Up = 2cecm 
Volumen des Gasraumes . . . . Ce 12,1 com Ug = 122 ccm Vg = 115cem 
Ringer 
ko, ae ad aed a woe te 1,18 1,18 1,12 
| Au ) 0,14 0,14 0,137 
\Ap/m 
Serum 
Keo, a . — ee 1,46 1,46 1,39 
Gewicht der beiden Netzhaute® . 4,01 mg 6,01 mg 4,75 mg 
mm mm mm 
Druckainderung in 5’. . . + 10.0 + 12.5 + 12.0 
. ~~ ae + 10,0 + 12.0 +- 11.5 
‘ Po + 10,0 + 12.5 + 12 
Summa 15’. . . + 30 mm + 37mm + 35.5 mm 
44 cmm 54 emm 49.5 emm 


WH — BI OY =— 0) OY = 46 
* Trockengewicht. 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, J. Springer, 1926. 
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Protokolil 2. 


Versuch mit der Netzhaut eines etwa 1 Jahr alten Huhnes. Die GefaiBe | 
und 2 enthielten Netzhautstiicke des rechten Auges, die GefiBe 3 und 4 
Netzhautstiicke des linken Auges. 37,5°. Hiihnerserum. Gasraum 5° 

CO, in N,. 











Rechtes Auge Linkes Auge 
GefaB 1 GetaB 2 GetaB 3 GetaB 4 
Serumvolumen. ...... Up 2ccm Up 2ccm Up = 2ecm Up = 2ccm 
Volumen des Gasraumes. . Ug = 12l2ccm V_g=1158eem Ug=11,48ccm Uy = 12,20 ccm 
gS ae 1,18 1,13 1,12 1,19 
J 
=a é forges 7 ee 0.166 0,163 0,163 0,166 
I p/m 
le 1,51 1,46 145 1,52 
Gewicht der Netzhautstiicke* 2,74 mg 3,19 mg 1,58 mg 2.21 mg 
mm mm mm 
Druckanderung in 5’ . + 20,0 + 23.5 + 16.0 
= ~~ ms + P05 + 25.0 : +175 
“ ine ae L290 + 23.0 +- +. 16.0 
Summa 15’ . 60.5 mm 71.5 mm 37.5 mm 49.5 mm 
91.4 emm 103.7 emm 54 emm 74.8 emn 


Qy 133 Q* 130 Q 138 QX 135 


* Trockengewicht 
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Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


VIII. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorkurve. 6. Adrenalin. 


Von 
Hl. kK. Barrenscheen, A. Eisler und L. Popper. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 28, Juli 1927.) 

In der letzten Mitteilung dieser Reihe! konnten wir in Uber- 
einstimmung mit den Angaben der Literatur zeigen, dab Insulin beim 
Normalen die Phosphorsiureausscheidung durch den Harn wesentlich 
herabdriickt und auch den Phosphatspiegel im Blut beeinfluBt, wenn 
auch die Wirkung auf das Blutphosphat beim Normalen nicht so 
deutlich ist, wie z. B. nach Zuckerzufuhr, oder beim Diabetiker. Es 
war naheliegend, im Zuge dieser Untersuchungen auch das Adrenalin, 
das ganz allgemein als Antagonist des Insulins im Zuckerstoffwechsel 
angesehen wird, in den Kreis der Betrachtungen zu ziehen. Wir wollen 
hier von den Arbeiten absehen, welche den Antagonismus Insulin- 
Adrenalin auf die Blutzuckerkurve beriicksichtigen; beruht doch auf 
ihnen die therapeutische Anwendung des Adrenalins bei der Insulin- 
vergiftung. Einen weiteren Beitrag zur gegensatzlichen Wirkung dieser 
beiden Inkrete im Kohlehydratstoffwechsel liefert die Arbeit von 
Gottschalk?. 

Durch die Untersuchungen von Neuberg, Gottschalk und Straup 
war gezeigt worden, daB8 durch Insulin die Acetaldehydbildung iiber- 
lebenden Lebergewebes um das Mehrfache gesteigert wird. In Verfolg 
dieser Befunde konnte Gottschalk nachweisen, daB Adrenalin die Acet- 
aldehydbildung im Leberbrei hemmt, und daB8 es durch entsprechende 
Wahl passender Insulin- und Adrenalinmengen gelingt, die gegen- 
sitzliche Wirkung dieser Hormone auf den oxydativen Kohlehydrat- 
abbau gewissermaBen zu neutralisieren. Zu dhnlichen Ergebnissen 


1 Diese Zeitschr. 177, 81, 1926. 

2 Klin. Wochenschr. Jahrg. 3, 8S. 1356 bis 1357, 1924. 

3 Deutsch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 45; diese Zeitschr. 146, 164, 
1924. 
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gelangte auch von Issekutz' in Durchstrémungsversuchen an de: 
isolierten Kaninchenleber. Insulin hemmte hier die unter Adrenalin 
verstarkte Saurebildung. 

Unsere Untersuchungen bezweckten zunichst den Nachweis 
ob sich dieser Antagonismus nicht auch auf den Phosphatstoffwechse| 
der mit dem Kohlehydratstoffwechsel in engstem Zusammenhang 
steht, erstreckt. Weiter hofften wir von Versuchen in dieser Richtung 
eventuell auch Anhaltspunkte fiir die theoretische Deutung des initialen 
Anstiegs der anorganischen Phosphorsaure im Blute nach Kohlehydrat 
gzufuhr zu gewinnen. 

Eingehende Untersuchungen tiber die Wirkung des Adrenalins 
auf die Phosphorsiureausscheidung durch den Harn liegen bisher in 
der Arbeit von Sokhey und Allen® vor, welche an Hunden den Nachweis 
erbringen konnten, daB die Phosphatausscheidung im Harn nach 
Adrenalininjektion analog wie nach Insulin absinkt. Unsere eigenen 
Untersuchungen wuden an Kaninchen und an stoffwechselgesunden 
normalen Studenten ausgefiihrt. Wir haben das Adrenalin in Versuchen 
am Menschen intravenés in Mengen von 0,2 mg verabfolgt, subkutan 
wurde 1 mg injiziert. Die subjektiv unangenehmen Wirkungen der 
Injektion waren meist nach 2 bis 5 Minuten restlos abgeklungen. Nur 
in zwei Fallen sahen wir uns genétigt, den Versuch der Neben- 
erscheinungen wegen abzubrechen. Nahere Einzelheiten siehe die an- 
gehangten Versuchsprotokolle. In den Versuchen am Menschen wurde 
auch die Phosphatausscheidung durch den Harn beriicksichtigt. Be- 
ziiglich der Technik der Blutentnahme und der Bestimmungsmethoden 
verweisen wir auf die friiheren Mitteilungen dieser Reihe®. 

Ubereinstimmend zeigen sowohl die Tierversuche als die Versuche 
am Menschen, daB Adrenalin bei subkutaner und auch bei intravenéser 
Injektion mit der Steigerung des Blutzuckers ein betrichtliches Ab- 
sinken der anorganischen Phosphorsaéure im Blute bedingt. Der gesamt- 
siurelésliche Phosphor zeigt keine bemerkenswerten Anderungen. Die 
Phosphatausscheidung im Harn verhalt sich auch beim Menschen 
analog, wie es von Sokhey und Allen fiir den Hund beschrieben wurde 
Es tritt im Verlauf der ersten Stunden nach der Injektion ein Abfal! 
der Phosphorausscheidung auf, der 50°, und mehr des Ausgangswertes 
betragt. Nur in einem Versuch am Kaninchen (s. Versuchsprotoko!! 
Versuch 3) finden wir 30 Minuten nach der Injektion von 0,4 mg 
Adrenalin eine betrachtliche Steigerung der anorganischen Phosphor- 
siure im Blute, die dann freilich von einem starken Abfall gefolgt ist 


1 Diese Zeitschr. 183, 283 bis 297, 1927. 
2 Biochem. Journ. 18, 1170, 1924. 
3 Diese Zeitschr. 177, 39, 1926 (LIT. Mitteilung). 
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Bemerkenswert ist, daB bei einzelnen Versuchen (s. Versuche 3 und 4) 
die Phosphorsiwekwve im Blute wieder ansteigt, waihrend der Blut- 
zucker noch im Ansteigen ist bzw. betrachtliche hyperglykamische 
Werte aufweist. Dieses Verhalten steht in einem gewissen Gegensatz 
zur Phosphorkurve, wie wir sie nach peroraler Glucosezufuhr beschrieben 
haben. Der tiefste Punkt der P-Kurve liegt dort jenseits des Maximums 
der Blutzuckerkurve, der Wiederanstieg fallt meist mit der hypogly- 
kamischen Phase der Zuckerkurve zusammen. 

Wie ist nun dieses Verhalten der Phosphorkurve im Blute und der 
Phosphatausscheidung durch den Harn theoretisch zu erklaren ? Macleod! 
setzt sich bei der Besprechung der Ergebnisse von Sokhey und Allen 
in seiner Monographie tiber Insulin und Kohlehydratstoffwechsel 
etwas ausfiihrlicher mit dieser Frage auseinander und kommt zu dem 
SchluB, daB Adrenalin und Insulin, wenn sie auch sonst in den Kohle- 
hydratstoffwechsel antagonistisch eingreifen, im Falle des Phosphatstoff- 
wechsels gleichsinnig gerichtet wirken. Durch Adrenalin soll, wie durch 
Insulin und durch Glucosezufuhr, die gleiche Stufe der Kohlehydrat- 
Phosphorverbindung im Organismus dwehlaufen werden. Zwingend 
erscheint uns eine derartige Annahme durchaus nicht, vielmehr schien 
es uns, noch bevor wir von Macleods Anschauungen Kenntnis hatten, 
weitaus wahrscheinlicher, daB hier die primare Wir kung des Adrenalins 
im Phosphatstoffwechsel durch die antagonistische Wirkung des Insulins 
verdrangt wird, wobei die Adrenalinhyperglykamie den Reiz fiir die 
vermehrte Tatigkeit des Inselapparates abgeben kénnte. Kénnen wir 
doch auch nach peroraler Glucosezufuhr bei bestehender Hyperglykamie 
als ersten Ausdruck der Insulinwirkung einen Abfall im anorganischen 
Phosphor feststellen, wihrend die Wirkung des Insulins auf den Blut- 
zucker, die alimentére Hypoglykaimie, erst zu einem viel spateren 
Zeitpunkt in Erscheinung tritt. Fiir diese Annahme, daB die Adrenalin- 
wirkung auf den Phosphatstoffwechsel durch Insulin verdeckt sein 
kénnte, sprachen auch unsere Blutzuckerkurven, welche auch nach 
Adrenalininjektion eine sehr betrachtliche Hypoglykémie nach der 
wspriinglichen Hyperglykimie zeigen, eine Erscheinung, die wir bereits 
in unseren friiheren Untersuchungen? als Ausdruck einer vermehrten 
Tatigkeit des Inselorgans gedeutet haben. Aus dieser Uberlegung 
heraus sind wir nun darauf aurgegangen, das Inselorgan physiologisch 
so weit festzulegen, daB eine Kompensation der Adrenalinwirkung 
nicht mehr in vollem Ausmafe erfolgen kénne. Zu diesem Zwecke 
wahlten wir die Belastung mit Glucose und injizierten zu einer Zeit, 
wo wir annehmen konnten, daB der Inselapparat mit der Assimilation 


! Macleod, Kohlehydratstoffwechsel und Insulin. Berlin, Springer, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 177, 27, 1926. 
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des Zuckers vollauf beschaftigt sei, Adrenalin. Wir haben aus diesen 
Grunde zunachst am Vortage eine Blutzuckerkurve nach Belastung 
mit 1 g Glucose pro Kilogramm Kérpergewicht aufgenommen und am 
Versuchstage das Adrenalin zu der Zeit injiziert, zu welcher die Blut 
zuckerkurve bereits den Abfall auf hypoglykamische Werte zeigte 
Tatsichlich zeigt sich nun, daB die Adrenalininjektion unter diesen 
Bedingungen neben einer Steigerung des Blutzuckers auch mit eine: 
voriibergehenden betrachtlichen Steigerung des anorganischen Phosphors 
im Blut einhergeht, und daB auch die Phosphorausscheidung im Harn 
voriibergehend eine deutliche Steigerung erkennen |aBt. 

Diese Ergebnisse sprechen wohl dafiir, daB die Wirkung des Adre 
nalins auf die anorganische Phosphorsiure im Blute und die Phosphat- 
ausscheidung durch den Harn der Insulinwirkung entgegengesetzt 
ist, unter gewéhnlichen Verhaltnissen jedoch durch die gleichzeitig 
einsetzende antagonistische Tatigkeit des Inselapparates verdeckt 
wird. Erst die Blockierung des Inselorgans zeigt die wahre Wirkung 
des Adrenalins!. Vielleicht ware hier eine Méglichkeit gegeben, die 
funktionelle Reserve des Inselapparates zu priifen. Leider war es wns 
aus Mangel an entsprechendem Krankenmaterial nicht médglich, diese 
Gesichtspunkte auf die Untersuchung von Diabetikern anzuwenden 


Zusammenfassung. 

1. Nach subkutaner und intravenéser Injektion von Adrenalin 
sinkt die anorganische Phosphorsiure im Blute ab, die Phosphat- 
ausscheidung durch den Harn ist betrachtlich herabgesetzt. 

2. Physiologische Inanspruchnahme des Inselapparates durch 
vorhergehende perorale Glucosezufuhr zeigt, daB jetzt Adrenalin in 
antagonistischer Weise zum Insulin die Werte des anorganischen Phos- 
phors im Blute und die Phosphatausscheidung im Harn betriichtlich 
steigert. 

Auszug aus den Versuchsprotokolien, 
Kaninchenversuche. 


Versuch K.1. 20 Oktober 1926. Kaninchen, weiblich, 2900 g, 24 Stunde: 
niichtern, 0.3 mg Adrenalin subkutan. 





Anorganischer 
Zeit Blatzucker Forester 
mg? |p mgs? 
Niichtern. . . . 5 noe 165 2.11 
30 Min. . bg 252 1,54 
oe a a alee ot cee 350 1,97 


' Zu analogen SchluBfolgerungen iiber die Aktivierung der Inseltatigkeit 
durch Adrenalin kommen auch Zunz und La Barre (Ref. Chem. Centralb 
1927, I, S. 3097). Leider ist aus dem uns allein zur Verfiigung stehende: 
Referat die Versuchsanordnung der Autoren nicht ersichtlich. 
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Blutzucker. VIII. 12% 


rsuch K. 3. 21. Oktober 1926. Kaninchen, mannlich, 3150 g, niichtern, 
0.4cem Adrenalin subkutan. 





Ano anise 
Zeit Blutzucker —” 
mgs” 6 mg: 

Niichtern . : ; 142 4.96 
15 Min. 5 a 223 4.25 
 « : ‘ : 273 5.57 
60 a eo 320 4.01 
a ' LL 324 3.86 
. ££ eee Ss ee 248 8.19 


Versuche am Menschen. 
Versuch Nr. 3. 19. November 1926. Med. Hiib., 21 Jahre. 0,2 mg Adrenalin 
ntravendés. Unmittelbar nach der Injektion Zittern, Herzklopten, Blasse, 
SchweiBausbruch. Nach 5 Minuten Svmptome abgeklungen. 





Anorganischer Gesamtsaure- 
Zeit Zucker Phosphor léslicher Phosphor 
mg. mg: my 
\usgangswert . 117 2,73 31.5 
> Min. : . ; 138 243 31.7 
aw — 2,37 32.6 
av og 144 2.61 30.6 
ww « 125 2.61 30.6 
60 110 2,72 30.8 


Versuch Nr. 4. 23. November 1926. Med. Gap., 20 Jahre. 1 cem {Adrenalin 
subkutan. Nach 2 Minuten schwaches Herzklopfen, sonst ohne Neben- 
erscheinungen. 





Anorganischer 


Zeit Zucker Phosphor 
Mg" 6 nig 
Ausgangswert. . ; 115 805 
tj “ae 132 2 6 
12. 157 2.73 
20 179 1.97 
5 | 180 211 
60 a . ; Pee 8 1 7D 214 


Versuch Nr. 9. 13. Januar 1927. Med. Hib., 21 Jahre. I mg Adrenali 
subkutan. Keine Nebenerscheinungen. 





Anorganischer Gesamtsaure- 
Zeit Zucker Phosphor léslicher Phosphor 
mg*" 9 mg: mgr 
\usgangswert . ark 119 4.64 30,0 
5 Min. . ; 126 
lb « . cay 146 3,80 32,4 
aso, i ; < 167 3.46 28,2 
4 . . 159 3.45 28,2 
- . ; 160 3,46 32,6 
is 137 3.41 29,0 
vf) . 117 4.09 29.4 


120 : ; 105 4,00 28,5 
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Versuch Nr. 13. 10. Februar 1927. Med. Krat., 21 Jahre alt. 1 cem Adrena 
subkutan. Keine Nebenerscheinungen. 








! 7 Anorganischer Gesamtléslicher Harn- Stundenporti 
Zeit Zucker Phosphor Poosphor menge Phosphor 
mg: mg-"/o mg: com mg 
Ausgangswert 100 4.62 26.2 20 14 
| = - 126 4.23 29,7 
mS « ; 163 3,80 26.3 
455 , “— 135 3.73 26.5 
60 . a 13K 3.73 30,1 25 11,6 
” « pid 115 3,88 26,6 
0 , 79 3.88 26.6 
120 . 72 3.54 25.0 21 8.6 
Ibo . es 6S 3,73 23,7 
_ _ ae 68 3,88 25.5 27 10,5 


Versuch Nr. 16. Med. Bad., 22 Jahre alt. Vorversuch vom 25. Mar: 
1927. 85g Glucose per os. Typische Hyperglykaémiekurve mit hy; 
glykamischem Abfal! nach 90 Minuten. Die Phosphorséureausscheiduny 
im Harn fallt von 20,7 auf 10,3 mg in der ersten, 9,5 mg in der zweiten, 
8,3 mg in der dritten Stunde. Am 26. Marz. Wiederholung des Versuch, 
nach 90 Minuten Img Adrenalin subkutan; auf die Injektion leichtes 

Herzklopfen, sonst keine Nebenerscheinungen. 








‘ Anorganischer Gesamtsaures Harn- Stundenportionen 
Zeit Zucker Phosphor lésl. Phosphor menge 
Phosphor , 
mg+”/y mgs mg+"/ ccm mg: Zucke 
Ausgangswert 87 4.02 1,7 56 27,7 7 
15 Min. . . 109 5.33 32,7 
5 ot 137 4,74 31,8 
45 ,. ; 125 4,05 31.4 
60 . 108 3.36 29.6 44 10,3 “ 
ae 97 3,99 29,6 
gO . — 104 3.96 32.6 
Nach dieser Entnahme Injektion 
105 Min. . . 145 3,89 31,0 
— -*,< 174 4.86 31.5 50 16,2 19 
185 |. 1% 196 3,85 31,1 
i5o) —. ind: 188 3.61 27,5 
180 , ns 137 4,11 31,0 44 10,6 Spure 
210 95 4,09 28,1 
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Zur Kenntnis 
der Hydroperoxyd spaltenden Eigenschaft der Biden. 


Von 
kh. Scharrer. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
und Brauerei Weihenstephan bei Miinchen.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1927.) 


Die Exscheinung, daB die Béden Hydroperoxyd unter Ent- 
wicklung von Sauerstoff zu zerlegen vermégen, beansprucht seit Saussure 
und Liehig die Aufmerksamkeit der Forscher (1). 

Die Ansichten iiber die Ursache dieser katalytischen Wirkung der 
Boden sind sehr verschieden. Stiinde diese Bodeneigenschaft in Beziehung 
zu Faktoren, die die Bodenfruchtbarkeit bestimmen, so ware die Ermitthing 
der GréBe der Wasserstoffperoxyd spaltenden Kraft der Béden ein relativ 
einfacher Weg zu ihrer Bewertung. Bei der komplizierten Zusammen- 
setzung der Béden ist es naheliegend, nach mutmaBlichen Zusammen- 
hingen der verschiedensten Bodeneigenschaften mit der katalytischen 
Kraft zu suchen. 


A. Fragestellung und Methodik. 

Die eigenen Versuche hatten folgende Fragestellung zur Grund. 
lage : 

1. Von welchen physikalischen und chemischen Eigenschaften und 
Faktoren wird die GréBe der katalytischen Kraft des Bodens bestimmt ? 

2. Wie verindert sich die GréBe der katalytischen Fahigkeit des 
Bodens beim Trocknen, Gliihen, Behandeln mit verschiedenen Sub- 
stanzen, beim Sterilisieren und Bestrahlen / 

3. Sind durch die verschiedene Diingung ein und desselben Bodens 
Anderungen in der GréBe der katalytischen Wirksamkeit zu beobachten ? 


4. Welche Hydroperoxyd zersetzende Kraft zeigen jene Substanzen, 
die wichtige Bestandteile des Bodens darstellen ’ 
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Bekanntlich wird das Katalaseferment chemisch durch die Fahigkeit 
definiert, aus Wasserstoffperoxyd den Sauerstoff katalytisch in Freiheit 
zu setzen. Quantitativ wird die Wirksamkeit der Katalase durch die Menye 
Hydroperoxyd, die sie zersetzt, oder durch die Menge des aus dem 
Wasserstoffperoxyd frei werdenden Sauerstoffs gemessen. Zur Bestimmung 
des zersetzten Hydroperoxyds gibt es zwei Verfahren: 


1. Die Permanganatmethode beruht darauf, daB H,O, sich mit K Mn, 

in schwefelsaurer Lésung nach der Gleichung 2 K MnO, + 5 H,O, + 4 H,S0, 

2K,SO, + 2MnSO, + 8H,O + 50, umsetzt und ein UberschuB von 
KMnO, die Lésung rot farbt. 


2. Die jodometrische Methode nach Jolles (2). Dieses Verfahren wurde 
von Jolles im besonderen fiir die quantitative Bestimmung der Katalase 
im Blute ausgearbeitet. Ihr Prinzip besteht darin, daB H,O, aus Jod- 
kalium Jod in Freiheit setzt, welches durch Titration mit Thiosulfatlésung 
quantitativ bestimmt wird. 


Die jodometrische Methode erledigt sich bei Béden schon durch ihr 
Prinzip; denn bei den mannigfaltigen Bestandteilen der Béden wird das 
in Freiheit gesetzte Jod naturgem&B in Umsetzung gebracht. Das Pe 
manganatverfahren hat bei Boden den Nachteil, daB der Farbenumschlay 
oft &4uBerst schwierig zu sehen ist, wodurech vorheriges Filtrieren notwendig 
wird, ein Umstand, der natiirlich sehr zur Komplikation der Methoc 
beitragt, da kolloidreiche Béden das Asbestfilter arg verstopfen. Das 
wichtigste negative Moment bei dieser Methodik ist aber, daB auch di 
Béden an und fiir sich Permanganat betrachtlich entfarben. Macht dieser 
Umstand dieses Verfahren schon bei Mineralbéden, wie eigene Versucly 
zeigten, ungenau, so wird es bei humosen Béden und insbesondere lx 
Moorbéden véllig unbrauchbar. 


Was die Messung der katalytischen Kraft durch die entwickelte Sauer 
stoffmenge anbelangt, so sind fiir diese Untersuchung eine Reihe Apparat: 
konstruiert worden. Viel wichtiger als die Frage nach der Einzelheit de: 
Apparatur ist die Art des bei dieser Methodik verwendeten Hydro- 
peroxyds. Es bleibt die Wahl zwischen dem sogenannten Tropen-Wasse1 
stoffperoxyd und dem Wasserstoffperoxyd chemisch rein, absolut séurefr 
(Merck). Da nun, wie aus den bisherigen Versuchen vervorgeht und dure! 
eigene bestaitigt werden konnte, die GréBe der katalytischen Kraft des 
Bodens von dem py stark abhingt, schien es bedenklich, zur Untersuchung 
das stark séurehaltige Tropen-Wasserstoffperoxyd zu benutzen. So weist 
schon P. Wachtel (3) mit Recht darauf hin, daB8 er im Tropen-Hydro 
peroxyd Phosphorséure und Salzséiure in groBen Mengen, sowie Schwefe! 
séiure in Spuren nachweisen konnte. Auch hiesige Versuche zeigten ahnliches 
und daher wurde auch hier das chemisch reine Wasserstoffperoxyd benutzt 
Durch Vorversuche konnte festgestellt werden, daB wihrend der meist zur 
Verwendung gelangenden Zeit von einer Stunde keine wesentliche Anderuny 
des Hydroperoxydtiters gegeniiber Permanganat zu _ verzeichnen ist. 
Zweckentsprechend bereitet man sich nur so viel 3°, iges Wasserstoffperoxy i, 
als man fiir die Bestimmung einer Serie benétigt. GréBere Mengen her- 
zustellen, ist unpraktisch, da der Titer in nicht paraffinierten Glaser 
rascher abnimmt und daher dann die Méglichkeit zur Feststellung von 
Vergleichswerten fehlt, wihrend in den paraffinierten Flaschen das Wasser- 
stoffperoxyd, wie Versuche ergaben, seinem Gehalt nach praktisch konstant 
bleibt. 
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Kenntnis der H,O,-spaltenden Eigenschaft der Béden. 


Die Messung kann entweder so erfolgen, daB die Menge Sauerstoff 
bestimmt wird, die wahrend einer bestimmten Zeit zur Entwicklung gelangt, 
oder daB man die Zeit feststellt, wahrend welcher eine bestimmte Menge 
Sauerstoffgas entbunden wird. 

Meist war im nachstehenden so gearbeitet worden, daB 5g lufttrockener 
Boden mit 20 cem 3°,iger H,O, genau 1 Stunde behandelt und die ent- 
wickelte Menge Sauerstoff gemessen wurde. Da bei ein und derselben Ver- 
suchsreihe stets bei gleicher Temperatur und gleichem Druck gemessen 
wird, eriibrigt sich im allgemeinen die Reduktion des Sauerstoffvolumens 
auf die Normalverhiltnisse von Druck und Temperatur, zumal nur die 
relativen Werte von Wichtigkeit sind. Als Apparatur gelangte die von 
J. Kénig (4) mit geringen Modifikationen zur Anwendung. Als Absperr- 
fliissigkeit wurde 5°,ige Natronlauge benutzt, die von Zeit zu Zeit erneuert 
werden muBb. Weil nur mit séurefreiem Wasserstoffperoxyd gearbeitet 
wurde, geniigte diese verdiinnte Natronlauge vollkommen zur etwaigen 
Bindung der durch Spuren Séure aus alkalischen Béden entwickelten 
Kohlensaure. 

B. Die Versuche. 


1. Katalytische Kraft und verschiedene Bodeneigenschajten. 


Tabelle a 
Katalytische Wirkung und Reaktion der Béden. 





Boden Reaktion mit Entwickelte |Boden Reaktion mit Entwickelte 
ir HCl PH ccm Sauerstoff Nr. HCl Pu cem Sauerstoff 
1 0 3.99 46.4 19 0 3.26 39,0 
2 sehr schwach 6,99 184.0 20 =sehrschwach 6.23 ; 2605 
3 0 4.18 39.9 21 0 4.48 100.0 
4 schwach 4.51 73,7 22 0 5.77 104.4 
5 stark 7.22 212.8 23 0 4.25 180.5 
6 - 7,22 186.8 24 schwach 6.58 216.0 
7 schwach 6.64 217.1 25 Spuren 5.98 186.0 
s 0 5,77 192.0 26 schwach 5,67 190.5 
g 0 5.37 117.2 27 0 5,45 195.0 

10 0 5.00 99.8 a8 5.52 184.0 
11 0 6,29 705 99 0 5.49 206.0 
12 schwach 6.95 202.3 30 sehr stark 7.00 206.0 
13. sehr schwach 7,05 243.0 31 sehr schwach 5.98 236,8 
14 Spuren 4.63 155.0 32 0 6.31 184.8 
15 0 5,07 192.6 33 Spuren 6,02 94,0 
16 0 5.17 111,7 34 sehr stark >7,00 263.0 
17 Spuren 5.67 104.6 35 m _ ~7,00 176.0 
18 ea 6,57 144.6 





Die Reaktion mit Salzséiure gibt AufschluB iiber den Gehalt des Bodens 
an kohlensaurem Kalk (Tabelle 1). Das pq wurde elektrometrisch im K Cl- 
Auszug ermittelt. Die Werte fiir die katalytische Kraft des Bodens be- 
deuten, sofern nicht ausdriicklich andere Mengen angegeben werden, wie 
schon erwahnt, die Kubikzentimeter Sauerstoff, die von 5 g lufttrockenem 
Boden bei Behandlung mit 20 cem 3°,iger H,O, waihrend einer Stunde ent- 
wickelt wurden. Es wurden immer von jedem Boden mindestens drei Be- 
stimmungen ausgefiihrt; die angegebenen Werte stellen somit den Durch- 
schnitt dreier Parallelbestimmungen dar. Aus den angefiihrten Zahlen ist zu 
ersehen, daB deutliche Zusammenhange zwischen dem py und der katalytischen 
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Kraft des Bodens bestehen. Dem niedrigsten Wert fiir py 3,99 entspricht 
der zweitniedrigste Sauerstoffwert. Den héchsten py-Werten von 6,95 
und 7,22 entsprechen auch die héchsten Sauerstoffwerte. Jedoch ist auc! 
zu ersehen, dal die Werte fiir die katalytische Kraft keine direkte Funktio: 
der py-Zahlen darstellen. Immerhin ist deutlich zu beobachten, dab}: 
saurer der Boden, desto kleiner die Sauerstoffentwicklung ist und um 
gekehrt. 

Die Béden mit hohem Eisen- und Mangangehalt zeigen im allgemeiner 
eine starkere Sauerstoffentwicklung als die Béden mit niedrigem Eisen 
und Mangangehalt (Tabelle Il). Doch besitzen durchaus nicht immer dix 
Béden mit gréBter Sauerstoffentwicklung auch den héchsten Gehalt ar 
Eisen und Mangan. Béden mit geringem py-Gehalt zeigen bei annihernd 
gleichem Eisen- und Mangangehalt eine geringere Sauerstoffentwicklung 
als Béden mit héherem py. Ebenso wie das py ist also der Eisen- und Mangan 
gehalt der Béden offenbar zwar ein sehr wichtiger, aber kein ausschlag 
gebender Faktor fiir die GréBe der katalytischen Kraft des Bodens, schor 
deshalb, weil die Gesamtmenge an Eisen und Mangan natiirlich kein direktes 
Mai ist fiir den Gehalt an kolloiden Eisen- und Manganoxyden, dir 
hauptsichlich die katalytische Wirkung zu verursachen scheinen. 


Tabelle II. 


Katalytische Wirkung und Gehalt an Eisen und Mangan. 





,O 
Boden ra + AG, Mins O, | aapichete com 
1 3.99 1,42 0,091 46.9 
2 6.9) 4.44 0.405 184.9 
3 4.18 1.10 0.087 39.9 
4 ADI 1.47 0,153 73.7 
5 7,22 391 0,532 212.8 
6 7.22 8.35 0.370 186.8 
7 6.64 33.00 2.347 217.1 
8 wil 7.50 1,125 192.0 
9 5.37 1,20 O115 117,2 
10 9.09 5.81 0.263 998 
11 6.20 10.47 0.567 705 
12 6.95 10.86 1,168 202.3 
13 7.05 8.35 0.545 943.0 
14 4.63 7.98 0,624 155.9 
15 5.07 5.04 0.542 192.6 
16 5.17 1.37 0,058 111,7 
17 5.67 1,98 0,264 104.6 
19 3.96 0.278 0.011 39.0 
20 6.23 6.96 0.711 2605 
21 448 11.65 0.451 100.9 
22 5,77 9.13 0,494 104.4 
23 4.25 23,11 0.901 180.5 
DA 6.58 6.29 0,140 216,90 
25 5.93 6.4 0,365 186.0 
2% 5.67 6.36 0.335 190.5 
27 5.45 6.83 0,370 195.9 
IS 5.52 6.48 0.593 184.0 
29 5.49 6.37 0,350 296.0 


31 5.98 8.00 0,537 236.8 
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Tale lle Ill. 


Katalytische Wirkung und Gliihverlust der Béden. 





toden Gluhverlust Entwickelte cem Boden Gluhveriust Entwickelte ccm 
Nr. Sauerstoff Pu Nr é Sauerstoff Pu 
1 5.38 46.4 8.99 1Y 96,50 39.0 3.26 
9 4.53 184.0 6.90 20 73.89 260.5 6.23 
3 3.62 39.9 4.18 21 4.28 190.0 4.48 
4 0,73 73.7 4.51 22 15.09 104.4 5,77 
5 19.34 212.8 7,22 23 24.07 180.5 4.25 
6 19,12 186.8 7.22 4 6.21 216.0 6.58 
7 44.96 217.1 6.64 25 633 186.0 5.43 
8 6.73 192.0 5.77 26 6.30 19.5 5.67 
4 85.60 117.2 5.37 27 H.58 195.0 5.45 
10 16.85 GUS 5.00 IS 6.66 184.0 5.52 
11 6.49 705 6.20 29 6.71 296.0 5.49 
12 10.78 202.3 6.95 30 20,92 26.0 >7,09 
13 19.39 243.0 7.05 31 63.49 236.8 5.98 
i4 10.39 155.0 4.63 32 7.30 184.8 651 
15 6.25 192.6 5.07 33 7.08 94.0 6,02 
16 3.46 111.7 5.17 34 IS 85 263,0 7.00 
17 2.54 104.6 5.67 35 70.91 176.0 ~7,00 





Der Gliihverlust, der ein ungefahres MaB fiir die Carbonate und 
Humussubstanzen des Bodens darstellt, steht, wie aus den angegebenen 
Zahlen der Tabelle III hervorgeht, nur insofern mit der katalytischen Kraft 
des Bodens im Zusammenhang, als da, wo er eine Funktion des Gehalts an 
Carbonaten und damit des Kalkgehalts des Bodens ist, auch die Katalytische 
Kraft des Bodens zunimmt. Auch in jenen Fallen, wo der Gliihverlust durch 
ne organische Substanz des Bodens bedingt wird, hat er manchmal hohere 
katalytische Werte im Gefolge. Von einem sonstigen Zusammenhang 
zwischen Gliihverlust und katalytischer Kraft kann aber nicht gesprochen 
werden. So sieht man z. B., daB Boden Nr.*9 zwar einen sehr hohen Gliih- 
verlust aufweist (Hochmoorboden), da8 aber seine katalytische Kraft viel 
veringer ist als bei Boden Nr. 7 (Niedermoorboden), der einen viel ge- 
ringeren Gliihverlust zeigt. Andere Faktoren, vor allem das py, wirken 
dabei mit und verhindern, daB man aus dem Gliihverlustallein ein einheit- 
liches Bild gewinnt. 


Das Gesamtcalcium (4) wurde in dem mit heiBer konzentrierter Salz- 
siure behandelten Boden bestimmt, das in Chlorammonium lésliche Calcium 
nach der Vorschrift von D. Meyer (5) (Tabelle IV). Héheren Werten fiir den 
Gesamtkalk entsprechen im allgemeinen héhere katalytische Werte. Doch 
ist der Zusammenhang durchaus kein proportionaler, sondern zeigt vielfach 
Abweichungen. Ahnlich steht es mit dem Zusammenhang zwischen dem 
in Chlorammon léslichen Calcium und der katalytischen Kraft. 


Die niedrigsten Zahlen fiir die Hydroperoxyd spaltende Eigen- 
schaft ergaben die Grobsande (Tabelle V). Die feineren Sande zeigten 
schon héhere Werte, noch héhere die sandigen Lehme, besonders die mit 
hohem py. Die Humusbéden Nr. 5 und 7, beide stark alkalisch, ergaben 
die gréBte Sauerstoffentwicklung, wahrend der saure Moorboden (Nr. 9) 
trotz seines hohen Gehalts an organischer Substanz dagegen relativ zuriick- 
steht. 
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Tabelle IV. 
Calciumgehalt und katalytische Wirkung der Béden. 
Boden — MgO — So Entwickelte ccm 
Nr. Sauerstoft Pu 
1 0.044 O.OLO _— 46.4 3.99 
2 0,250 0,015 0178 184.9) 
3 0,050 0.080 0,023 39.9 
4 0,065 0,104 0,019 73,7 
5 4,230 0.534 _ 212.8 
6 3.750 0,239 186.8 
8 O.31L0 0,022 0,233 192.0 
9 1,780 0,180 117.2 
10 0,252 0.159 0.178 YOS 
11 0,260 0.104 0,227 705 
12 0.370 0,092 0.300 992.3 
13 2.560 0.532 243.0 
14 0,063 0.044 _— 155.0 
15 0.073 0,029 192.6 
16 0,085 0,040 0,065 111.7 
17 0,104 0,027 0.080 104.6 
1s 0.140 0.190 - 144.6 
19 0,055 0.031 - 39.0 
20 2.030 0.110 260.5 
21 0,090 0,058 0.075 109.0 
22 0,196 0,099 0.159 104.4 
93 0.091 0.061 0.125 180.5 
24 0,261 0,105 —- 216,0 
25 0,190 0,102 186.0 
26 0.176 0,153 190.5 
97 0.170 0.090 - 195.0 
YS 0.181 0.110 —_ 184.0 
29 O.165 0,100 : 205.0 
30 11,610 2.390 - 206,0 : 
31 3.180 0.532 — 236.8 
32 0,321 0,199 - 184.8 6.3 
33 0,180 0.046 G40) 6.02 
34 4.370 0.879 —- 263.9 > 7,00 
35 5.2609 0,212 176.0 > 7.00 


Die Bestimmung des Tongehalts (Tabelle VI) erfolgte nach der Method 
Schlésing in folgender Weise: 

5g Feinerde werden in einer Porzellanschale mit einigen Tropf 
Wasser zu einem dicken Brei zerrieben (10 bis 15 Minuten). Dann spiilt 
man alles vorsichtig in ein Becherglas und gibt einige Tropfen verdiinnt 
HCl (1:3) bis zur schwach sauren Reaktion hinzu. Hierauf wird kurz 
Zeit erwarmt, nach dem Erkalten filtriert und mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen, bis zur Entfernung der sauren Reaktion (bis also das Wasc! 
wasser ganz schwach sauer reagiert, aber ohne dal Triibung entsteht 
Der Filterriickstand wird quantitativ in die bereitgestellten Standzylinde: 
iibergespiilt, Ammoniak zugegeben, bis die Lésung schwach alkalisch ist 
durchgeschiittelt und nach 24 Stunden abgehebert. Dann wird mit Wasse: 
aufgeriihrt und wieder nach 24 Stunden abgehebert. Dies wird so lang 
fortgesetzt, bis die abgeheberte Fliissigkeit klar bleibt (nach etwa 3 Wochen 








Lom le 
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Tabelle V. 


Bodenart und katalytische Wirkung. 








— Pu aay ta ee Klassifikation der Béden 
1 46.4 Sandiger Grobsand 
2 184.0 Lehmiger Sand 
3 39.9 Sandiger Grobsand 
4 73.7 Sand 
5 212.8 Humusboden 
6 156.58 a 
7 217.1 » 
S 192.0 Sandiger Lehm 
4q 117.2 Moorboden 
10 YOS Schwach grobsandiger, sandiger Lehm 
11 705 Sandiger Lehm 
12 202.3 Schwach sandiger, toniger Lelim 
13 243.0 Sandiger Kies 
14 155.0 Schwach lehmhaltiger Sand 
15 192.6 Tonhaltiger Lehmboden 
16 111.7 Stark grobsandiger Feinsand 
17 104.6 Viel feinsandhaltiger Sand 
18 6.57 144.6 Grobsandhaltiger Feinsand 
19 8,26 39.0 Hochmoorboden 
20 6.23 260.5 Niederungsmoorboden 
21 4.48 100.0 Grobsandiges, stark steinhaltiges Material 
22 5.77 104.4 lonhaltiger Feinsand 
23 4.25 1LS0.5 Stark tonhaltiger Feinsand 
24 6.58 216.0 a “ Lehm 
25 5.938 186.0 ™ » 
% 5.67 190.5 < - ” 
97 D.45 195.0 a - a 
28 5.52 184.0 - * n 
99 5.49 25.9 “ - . 
30 ~ 7.00 206.0 Stark anmooriger Schotterboden 
31 5.98 236.8 Niedermoorboden 
32 631 184.8 Stark sandhaltiger Lehm 
33 6,02 94.0 “ ~ Kies 
34 ~ 7,00 263.0 Niedermoorboden 
35 > 7.0) 176.0 5 


Das Abgeheberte sammelt man in einem groben Becherglas und gibt einige 
Tropfen HCl zur Ausfillung des Tones hinzu. Wenn das Becherglas voll 
geworden ist, gieSt man die tiberstehende Lésung ab und fiigt eventuell 
noch einige Tropfen HCl hinzu, bis der ganze Ton als Gel ausgefallt ist. 
Von diesem Ton wird die tiberstehende Lésung am Schlub mdglichst 
abgegossen, hierauf der Ton in eine Porzellanschale gespiilt, im Wasserbad 
eingedampft, in einer Quarzschale getrocknet und nach dem Trocknen 
bis zur Gewichtskonstanz schwach gegliiht. 

Die Bestimmung beruht darauf, dai der von absorbierten Basen 
befreite Ton ein negativ geladenes Kolloid ist und daher durch Ammonium- 
hydroxyd, das negative Hydroxylionen bei der elektrolytischen Dissoziation 
abspaltet, im Solzustand erhalten (peptisiert) wird, wahrend die positive 
Wasserstoffionen abspaltende Salzsiiure den Ton zur Ausflockung bringt. 


9* 
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Tabelle X. Watalytischer Wert der Schlammprodukte verschiedener Béden 


K. Scharrer: 








Bodenart 


Miocansand 


Granitboden 


Schotterboden 


Basalt von 
Kreuzberg 


CGranitverwitte- 


rungsboden 
von Passau 


Glimmer- 
schieferver- 
witterungs- 
boden 


Burgsandstein- 


verw itterungs- 


boden vom 
Bichelberg 


Quartarlehm 
aus Petten- 
brunn 


Buntsandstein 
von Sendel- 
bach 


Fraktion 


Feinboden ur- 
springlich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c) Staub 


Feinboden ur- 
springlich 
a) Sand 
b) Feinsand 
¢) Staub 


Feinboden ur- 
springlich 
a) Sand 
b) Feinsand 
¢) Staub 


Feinboden ur- 
spriinglich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c¢) Staub 


Feinboden ur- 
spriinglich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c) Staub 


Feinboden ur- 
spranglich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c) Staub 


Feinboden ur- 
spriinglich 
a) Sand 
b) Feinsand 
¢) Staub 


leinboden ur- 
spriinglich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c) Staub 


Feinboden ur- 
springlich 
a) Sand 
b) Feinsand 
c) Staub 


KorngroBe 


2 00—0,10 
0.10—0,05 
0.05—0.01 


2 00—0,10 
0,.10—0,05 
0.05—0.01 


2 WO—0,10 
0.10—0,05 
0.05—0.01 


2.00—0,10 
0.10—0.05 
0,05—0,01 


2.00—0,10 
0.10—0.05 
0,05—0.01 
2 WO—0,10 
0,.10—0,05 
0.05—0.01 


2 WO—0.10 


0.10—0,05 
0,05—0,01 
2,00—0,10 
0.10—0,05 
0,05—0.01 


2 00—0,10 
0,.10—0,05 
0,05—0,01 


Entwickelte com Sauerstoff 


des 
lufttrockenen 
Produktes 


5.0 ¢ 144.6 cem 
5.0¢153,0 , 
50¢141.5 , 
1,7 ¢ 146.0 


5,0 ¢ 100.0 cem 


5.0¢ 85.9 
5,0¢ 180.6 
3.4¢1308 . 


5,0 ¢ 243.0 cem 
5,0¢ 182.0, 
5,0g 212.0 , 
5,0¢244.8 , 


5.0 ¢180.5c¢em 


5,0 g 104.4 ccm 
50g 41,1 , 
5.0¢ 82.0 
5.0¢ 62.8 


5.0 g 155.0 cem 
5,0¢ 


vO ge 


5,0g111,7 ccm 


5.0¢ 39.2 
06¢ 51,6 , 
O7g 484 , 


5,0 ¢192,6 ccm 


5.0 ¢ 104.6 cem 
50g 35,8 
5.0 g 230,1 
5.0 ¢ 207.8 


des auf dem 

Wasserbad ge- 

trockneten Pros 
duktes 


97 Seem 
41.4 


2.5¢ 107.6 


79.8 cem 
76.6 
55.8 


5,0 ¢ 186.1 com 
5,0g 235,2 
5.0g 232.1 


5.0 ¢170,4cecm 
83.0 
38.6 


40.4c¢em 
53.4 , 
51.7 


39.0 c¢em 
73,0 
485 . 


50g 
50g 


5.0¢ 


5.0 gy 35.2 cem 
jb4¢ 


81g 77,5 , 


50g 87,8cem 
5,0¢170,0 
50g 79,2 


36.4ce¢cem 
44.5 , 


65.6 


50g 
50g 
50g 








4) 
3 
Ss 


be 
6 
8 
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Zwischen der Hygroskopizitit und der Wasserstoffperoxyd 
paltenden Eigenschaft der Béden lassen sich, wie Tabelle VIII erkennen 
iBt, demnach wenig Beziehungen erkennen, eine Schlubfolgerung, 

die &hnlich bereits von Smolik (9) auf Grund seiner Versuche aus- 
yesprochen wurde. 

Um zu verfolgen, welche katalytischen Werte die einzelnen Korn- 
yréBen eines Bodens aufweisen, wurden eine Reihe typischer bayerischer 
iden, deren Zusammensetzung und katalytische Wirkung Tabelle LX 
wiedergibt, im Apparat von Kopecky (6) geschlammt. Die einzelnen 
Schlammprodukte wurden teils an der Luft, teils auf dem Wasser- 
bade getrocknet und dann die katalytische Kraft der einzelnen 
KorngréBen untersucht (Tabelle X). 

Bei den einzelne. mechanischen Fraktionen der Feinbéden zeigen 
somit fast allgemein die gréberen Bestandteile eine geringere katalytische 
Kraft als die feineren. 


2. Die Anderung der GréBe der katalytischen Kraft bei Behandeln der Béden 
mit verschiedenen Stoffen. 

Fiir die Frage, ob die katalytische Kraft des Bodens durch an- 
organische oder organische Faktoren hervorgerufen wird, bildet deren 
Anderung beim Trocknen, Gliihen und Sterilisieren bzw. Behandeln 
mit verschiedenen Agenzien ein wichtiges Kritertum. Die bisherigen 
Arbeiten auf diesem Gebiet lauten ziemlich widerspruchsvoll. Wahrend 
z. B. Konig (8) und Mitarbeiter ein Zuriickgehen der katalytischen 
Kraft durch Behandeln mit Kaliumeyanid bemerken konnten, fand 


Tabelle XI. 


Die katalytische Kraft der Béden bei Behandlung mit Kaliumeyanid. 





Entwickelte com Sauerstoff 


Bedenest des urspriing: des = n 500 des pte 250 des = 2 20 
— “ behenidiien a a be sontatten 
a Bodens Bodens Bodens 
ee ae ee 144.6 227.9 164.4 169.0 
Granitboden . . . . . - 109.0 183.1 164.6 172,0 
Schotterboden . ° x “se 245.0 240.0 243.6 264.0 
Basaltboden . . ‘ 180.5 189.4 
Granitverwitterungshboden : 104.4 125,2 150.6 167.0 
Glimmerschieferboden . . 155.0 176.6 — . 
Burgsandsteinverw itterungs- 
0 ea ae : 111,7 119.6 —_— -— 
Quartarlehm . . . , ’ 192.6 213.2 
Buntsandstein . , . 104.6 125.3 
Schwerer Lehmboden . 165.5 170.5 203.0 210.0 


Hochmoorbeden . . : 39.0 57.5 84.5 68.5 
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m Gegensatz dazu P. Wachtel (3), daB Kaliumeyanid die katalytische 
\Virkung des Bodens auf Wasserstoffperoxyd ganz bedeutend férderte. 


Bei den eigenen Versuchen mit Kaliumeyanid wurde folgendermaben 
arbeitet: Der zu untersuchende Boden wurde mit 500 cem n/500 KCN- 
Losung behandelt, scharf abgesaugt und mit Wasser erschépfend nach- 
waschen. Der lufttrockene Boden wurde dann auf seine katalytische 
Kraft untersucht. In der gleichen Weise wurden die Boden mit konzen- 
trierteren K CN-Lésungen (n 250 bzw. n/20 KCN) behandelt. 


Wie aus vorstehender Tabelle XI hervorgeht, war dabei meistens 

n Ansteigen der katalytischen Wirkung des Bodens zu beobachten. Der 

Grund liegt wohl darin, daB infolge Hydrolyse die wasserige Lésung des 

Cyankaliums alkalisch reagiert und die vom Boden festgehaltenen Hydroxyl- 
nen die Erhéhung der katalytischen Kraft bedingen. 


Die Anderung der katalytischen Kraft der Béden durch Séuren, Basen, 
verschiedene Salze und organische Stoffe gibt Tabelle XII wieder. 


Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, erhéhten manche der zugeftihrten 
\genzien die katalytische Kraft des Bodens. Erniedrigend wirkte die 
zugefiihrte Salzsiure auf den Granitboden von Aipolen, ebenso wie bei dem 
Granitverwitterungsboden Passau und dem Miocéinsand, nicht erniedrigend 
beim Schotterboden aus Hollern. Auffallend ist, dai das Aluminium- 
chlorid beim Miocainsand, beim Granitboden aus Aipolen, besonders aber 
beim Schotterboden Hollern das katalytische Vermégen bedeutend ver- 
ringerte. Der Grund ist leicht zu finden: Infolge Hydrolyse reagiert das 
AIC], sauer und die vorherrschenden Wasserstoffionen bewirken, wie man 
auch am Beispiel der Salzséure sieht, ein starkes Zuriickgehen der katalyti- 
schen Eigenschaft. AuBerordentlich erniedrigend auf letztere Grébe zeigte 
sich beim Granitverwitterungsboden Passau und beim Miociéinsand auch 
das Sublimat, wobei die Ursache weniger in der durch diesen Stoff ver- 
ursachten Abtétung der Bakterien gelegen sein diirfte, als vielmehr in der 
durch ihn hervorgerufenen vermehrten Aziditat infolge der hydrolytischen 
\ufspaltung dieser Substanz. Erhéhend auf die katalytische Kraft, meist 
sogar sehr bedeutend, wirkte die Natronlauge; je alkalischer die Reaktion, 
desto gréBer mithin die katalytische Kraft. 

Den EinfluB von Methylalkohol, Kupfersulfat und Aceton auf die 
katalytische Kraft des Bodens zeigen die Resultate der Tabelle XIII. 


Tabe lle XIII. 


Behandeln einiger Mineralbéden mit verschiedenen Agenzien. 





Entwickelte ccm Sauerstott 


a des mit des mit des mit 
des urspring.| CuSO, be- CH, 0H Aceton 
lichen Bodens handelten behandelten | behandelten 

Bodens Rodens Bodens 
Granitboden von Aipolen . . 190,0 66,0 115.5 93.0 
Schotterboden von Hollern . 243.0 220.0 251,09 232.0 
Miocinsand .. . ; 144.6 85.0 147.5 123.0 


Granitverwitterungsboden von 


De eae 104.5 84,0 111.0 103.0 
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Aceton 


bewirkte nur eine 
Methylalkohol eine Erhéhung, 
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geringe Senkung der katalytischen Kraft 
wahrend CuSO,, wohl infolge der dur 


Hydrolyse bedingten sauren Reaktion, eine Verringerung hervorrief. 


Inwiefern durch Trocknen und Gliihen des urspriinglichen bhufi 
trockenen Bodens eine Anderung der Hydroperoxyd spaltenden Eigen- 


schaft der Béden erzielt wird, zeigt Tabelle XIV. 





Tabelle XIV. 
Anderung der Hy:troperoxyd spaltenden Kraft der Béden durch 
Trocknen und Gliihen. 
Entwickelte Menge Sauerstoff 
ae iden | ekdem | nah dem #8, MMO | py Glubrea 
Bodens _b. 100—105° — 
1 46.4 29.0 25,0 - 399 8 
2 184.0 73,5 59,0 4.44 2,40 6.99 4.53 
3 39,9 27,0 27.0 1,10 0,70 4.18 3.62 
4 73,7 46,0 27.5 0,47 O85 4.51 6,73 
5 212.8 77.5 72.0 391 1,26 7,22 19.54 
6 186.8 110,0 82.8 1,22 19,12 
7 217,1 198,0 168.2 33.00 4.45 6.64 44.96 
8 192,0 92,0 36.2 7,5) 2.72 5.77 6,73 
4 1172 65.5 27.0 1.20 1.11 5.37 85.69 
10 99.8 79.0 39.0 D581 1.44 5.00 16.85 
11 70,5 55.5 27,7 10,47 1,24 6,20 6.49 
12 202.3 122.0 51,0 10.86 1,16 6,95 10,78 
32 184.8 77,9 34,5 12,04 0,942 631 7,30 
33 94.0 58.2 29.0 R82 0.536 6.62 7.08 


und Gliihen bei den untersuchten Béden verringert, wobei die Starke der 


Die GréBe der katalytischen Kraft des Bodens wurde durch Trockn« 


Abnahme ganz verschieden ist. Da®B aber nach dem Gliihen tiberhaupt nox 
eine katalytische Kraft vorhanden war, beweist, da8 die anorganiscl« 
Katalysatoren einen wesentlichen Bestandteil der Ursachen der katalytisel« 


Wirkung ausmachen. In einigen Fallen tritt aber, wie spiter (Tabelle XVII! 
gezeigt werden wird, durch den Glihprozel eine Erhéhung der katalytische 
Besonders lehrreich 
Zur Verwendung kar 
Darmstadt, «ci 


Kraft gegeniiber der getrockneten Substanz ein. 
Humussaure. 
Firma 


in dieser Hinsicht 
.. Huminsaure** 
nach den Angaben der Firma aus Pflanzenresten dargestellt wird. 


Die Substanz ist reich an Eisenverbindungen. 
daher Eisenoxyde, die die hohe katalytische 


hedingen. 


ein 


Ve 
(Acidum 


rsuch mit 


huminicum) 


der 


Kraft 


Merck, 


des 


Beim Gliihen entstehe: 
Glihprodukt 


bei 


per 
ahn 
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Tabelle XV. 


Huminsaure in ihrem katalytischen Wert vor und nach dem Gliihen. 





Ursprunglich Getrocknet Gegluht 


iminsaure (Acidum huminicum) der 
Firma Merck . ss i) 0 218.2 com 
Sauerstoff 


Der Unterschied in der katalytischen Wirkung zwischen wrspiiing- 
lichem, wasserfreiem (durch erzielte Gewichtskonstanz bei 100° bewirkt) 
und gegliihtem bzw. im Dampftopf steriliertem Boden ersieht man 
aus der Tabelle XVI und XVII. 


Tabelle XVI. 
Katalytische Kraft von wasserfreien, gekochten, sterilisierten und gegliihten 
Béden. 





Entwickelte com Sauerstoff 


Bodenart ursprung: mit 
lich wassertrei geglubt sterilisiert* Wasser 
gckocht 


(ranitverwitterungsboden 


von Passau . y 104.5 45. 38.0 41.5 55.5 
Schotterboden von Hollern 945.0 1S6.0 33.6 232.5 2795 
Granitboden von Aipolen 100.9 635.0 29.9 75.5 96,0 


Buntsandstein von Sendel- 

bach . : 104.6 4.0 30.0 51.5 77.0 
Quartarlehm aus Petten- 

brunn . ; 192.6 93.0 49.0) 90.5 172.9 
Burgsandsteinverwitte- 

rungsboden von Bichel- 

berg. . : 111.5 42.9 28.5 42.5 78,0 


Glimmerschiefer von Rau- 


metengrim ...... 155.0 70.5 38,0 50.9 14,0 
Basalt von Kreuzberg 180.5 84,0 51,0 57.0 126.9 
Miocansand. . . 144.6 93.0 a 120.0 


* Sterilisiert wurde dreimal * , Stunden bei 100 


Bei diesen Béden bewirkte also das Gliihen eine ganz bedeutende 
Erniedrigung der katalytischen Wirkung des Bodens, und auch bereits 
beim Trocknen war die Verminderung ganz betrachtlich. 

Durch Sterilisieren nahm das Zersetzungsvermégen gegeniiber H ydro- 
peroxyd durchgangig ab. Meist ist die GréBenordnung dieser Verminderung 


ihnlich wie bei der entsprechenden wasserfreien Substanz. 
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Tabelle XVII. 
Entwickelte ccr 
Bodenart Behandlungsart Seanentell 
Boden vom Kalischlag Lufttrockener Boden 216,0 
(ungediingt ) Getrocknet bei 100° 109.0 
Gegliht . (ig a 37.5 
Smal *4Std. sterilisiert bei 190° 181.0 
Sterilisiert 3 Std. bei 160° 138.8 I 
Boden vom Kalischlag  Lufttrockener Boden 186.0 ul 
(Grunddiingung ) Getrocknet bei 100° 87.5 ul 
Gegliht 7 ie ae , 35.0 
Smal */, Std. sterilisiert bei 100° 129.8 B 
Sterilisiert 3 Std. bei 160° 89.5 ' 
Boden vom Kalischlag Lufttrockener Boden 190.5 . 
(Kainitdiingung) Getrocknet bei 100° 96.5 
Gegliht — . 31,0 
Smal #4, Std. sterilisiert bei 100 129.0 
Sterilisiert 3 Std. bei 169° 101,0 
Boden vom Kalischlag Lufttrockener Boden 195.0 - 
(Dingung mit 40%, Getrocknet bei 100° 99.0 
Kalisalz) Gegliiht ne ee 29.5 
3mal *, Std. sterilisiert bei 100° 107,0 
Sterilisiert 3 Std. bei 160° 96,0 
Boden vom Kalischlag  Lufttrockener Boden 184.0) 
(Chlorkaliumdiin- Getrocknet bei 100° 76,5 
gung) Gegliht - eae 32,5 
3mal °, Std. sterilisiert bei 109° 134.0 
Sterilisiert 3 Std. bei 160° 103,0 
Boden vom Kalischlag  Lufttrockener Boden 206.0 
(Diingung mit Ka- , Getrocknet Bei 100° 92.0 
liumsulfat ) Gegliiht oT eee 33,0 
‘ 3mal 4/, Std. sterilisiert bei 100° 163.6 
Sterilisiert 3 Std. bei 160° 99.5 
Sehr interessant liegen die Verhaltnisse bei den Moorbéden (siehe 
Tabelle XVIII). 
Tabelle XVIII. 
Katalytische Kraft sterilisierter Moorbéden. 
Entwickelte ccm Sauerstoff 
~ § r & a sce -ce — ce 
Bodenart Séé 255 &fé SSé £25 
evs | FES 338) s58 oss PH 
SE" | g * | Cae | Cee | gSe 
3 
Hochmoorboden yom Chiemsee 45.0 | 27.8 44.5 39.9 275 3.26 * 
Niederungsmoorboden y. Pulling 262.0 485 109,0 2605 55,5 6,23 
Stark anmooriger Schotterboden 206,0 | 56,0 _ 122.0 _— >7,00 
Niedermoorboden 236.0 46.0 - 76.5 -— 5.98 
Niedermoorwiese I 263,0 64,0 -- 127,0 -- >7,01 fii 
Niedermoorwiese I] 176.0 58.5 —_ 125,0 - >7 0 


er 
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Fallt schon die hohe katalytische Kraft des allerdings neutralen 
Niederungsmoorbodens auf, so iiberrascht auBerordentlich die starke 
italytische Wirkung des gegliihten Bodens. Im Gegensatz hierzu steht 
ie geringe Wasserstoffperoxyd spaltende Kraft des stark sauren Hoch- 
oorbodens, obwohl auch hier der Gliihriickstand fast das gleiche katalyti- 
che Vermégen zeigt, wie der urspriingliche Boden. Es liegen hier Verhalt- 
isse vor, die stark an die bei der Huminsaéure (Acidum huminicum) ge- 
schilderten erinnern, wo auch der Gliihriickstand von héherer katalytischer 
Kraft war als das urspriingliche Produkt. Dies ist wohl so zu erklaren, 
laB die sauren Produkte beim Gliihen zerstért werden und die entstehende, 
in Eisenoxyd reiche Humusasche eine hohe katalytische Wirkung hat. 


Um die etwaige Anderung der Hy «li operoxyd spaltenden Kraft eines 
Bodens durch Bestrahlung zu studieren, wurden verschiedene Béden 
inerseits der Sonnenbestrahlung, andererseits den Strahlen der Quarz- 
ampe? ausgesetzt (Tabelle XIX). 


Tabelle XIX. 


Anderung der katalytischen Kraft durch Bestrahlung. 





Bodenart Art der Behandlung a. 

Miocansand Lufttrocken 163.0 
5b im direkten Sonnenlicht 168.0 

» w= . = 116.0 

5’ Quarzlampe bestrahit 91.5 

10 i e 87,9 

20 . 2 116.0 

40) es ee 122.0 

80 a a 117.5 

Boden Nr. 8 Lufttrocken 223.0 
5h im direkten Sonnenlicht 228.5 

S Re a 215.5 

5’ Quarzlampe bestrahlt 227.0 

10 . - 219.0 

20 ie A 2940 

40 * Z 213.9 

SU » = 225.0 

Kaliboden Nr. 5 Lufttrocken 213.0 
5b im direkten Sonnenlicht 208,0 

ae ss = 186.0 

5’ Quarzlampe bestrahlt 181,5 

10 * i. 185,0 

20 os = 22,0 

40 * a 181.9 

SU 181.0 


Die Wirkung der Bestrahlung war somit sehr verschieden. Wahrend 
beim Miocaénsand und beim Kaliboden eine deutliche Abnahme der katalyti- 


! Herrn Prof. Dr. Bleyer, Weihenstephan, wird auch an dieser Stelle 
fiir die Erlaubnis zur Benutzung der Quarzlampe seines Instituts der 
ergebenste Dank ausgesprochen. 
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schen Wirkung durch die Bestrahlung zu erzielen war, verdanderte 
diese Bodeneigenschaft beim Boden Nr. 8 unter den gleichen Umstind 
kaum. 


3. Diinqung der Béden und katalytische Kraft. 


Der Einflu8 der Diingung auf die katalytische Wirkung des Bodens 


war der Gegenstand weiterer Versuche (Tabelle XX). 


Tabelle XX. 


Katalytische Kraft einiger mit Stickstoff und Jod gediingten Béden 





Dungung Entwickelte ccm Sauerstol 
Grunddiingung (Gr.). PAO ; 189.7 
Gr.+ Natronsalpeter ....... ee 172.2 
Gr. + Chilesalpeter . . . . ~ a oe ee 176.8 
Gr. + Natronsalpeter + 0,03 °% J 162.7 
Gr. + 4 + 0.09% J 161.3 
Gr. + a ner SG £5 | a 6. a So 160.4 
Gr. + = ae ee & we “e 171.4 
Gr. + Chilesalpeter + 0,038 % J 168.5 
Gr. 4 " + 0.09%, J 168.2 
Gr. 4 - +02 %J 163.3 
Gr. + s +03 %J 154.6 


Als Grunddiingung waren 150 kg P,O, und 160 kg K,O je ha verabreicht 
worden, und zwar die Phosphorséure als Rhenaniaphosphat, das Kali al: 


40°, iges Kalisalz. Der Stickstoff wurde in einer Héhe von 132 kg je | 


als Natron- bzw. Chilesalpeter gegeben. Der Durchschnitt der jeweilige: 


Gaben an Natronsalpeter und Chilesalpeter belief sich demnach auf 837 k 


je ha. Auf diese 837 kg Natron- bzw. Chilesalpeter sind die Prozente der 
Jodzufuhr zu beziehen. Es kam somit an Jod in Form von NaJO, zu: 


Anwendung: 


mes GAO% J. ws sn srs ose « + OBB Pd le te 
Se Ue ee | 

= <2 Seer ee ee a eer ele Oe 

a | ke ee eee ae ee ee | ee 


Die Zahl der Kontrollparzellen war fiinf pro Diingungsart; die olx 
angegebenen Werte sind die Durchschnittsergebnisse je fiinf dieser Kontro 
parzellen. 


Wie die angegebenen Zahlen erkennen lassen, nimmt durch die Stickstot! 
und Joddiingung der katalytische Wert des Bodens etwas ab, méglicherwei- 


verursacht durch die allerdings geringe Verschlimmung und Verkrustur 
des Bodens durch das Natrium und die dadurch bewirkte Verminderu 
der Bakterientatigkeit. 


Um etwaige Einblicke zu bekommen in die Zusammenhange zwische: 


katalytischer Wirksamkeit des Bodens und Jodgehalt einiger Béden, » 


noch im AnschluB an die vorigen Tabellen folgende Ubersicht gegebe: 


(Tabelle X XI). 








Gr 
or 
Gr 
or 


or 
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Tabelle XX1. 


Katalytische Kraft einiger Béden und deren Jodgehalt }. 





HCl lésl. J HCl-unlédsl. J Entwickelte 
( com Sauerstoff 


Grunddiingung . 35 390 180.8 


+ Chilesalpeter eee 47 600 176.5 
Gr. + a 0,03 °% J 60 340 168.5 
Gr. + a GSe m2. « 45 450) 168.2 
in on. Sa. . 34 440 163.3 
Gr. 4 b 03 %J 103 880 154.6 
Gr. + Natronsalpeter . . Pe i 23 250 171.2 
Gr. + bs +0,08%IJ.. 35 340 160,2 
Gr - 008% 73. . 30 340 162,3 
Gr. + 02 %J 42 530 160.4 

-03 % J 215 440) 171.4 


Wesentliche Zusammenhange zwischen Jodgehalt und katalytischer 
Kraft des Bodens sind nicht zu konstaticren, doch zeigte die Grunddiingung 
die héchste katalytische Kraft und mit der Jodditingung erfolgte eine ganz 
schwache Verringerung, ausgenommen die Parzellen  ,,Natronsalpeter 

03°, J°*, die einen ebenso hohen katalytischen Wert zeigte als Gr. 
Natronsalpeter allein. Alles in allem sind die Unterschiede so gering, dai 
von prinzipiellen Differenzen nicht gesprochen werden kann. 


Tabelle XX11. 


Katalytische Kraft einiger mit Stickstoff gediingten Boden. 





Entwickelte 


Dungung ‘ Pu com Saverstoff 
Grunddingung 5.76 154.7 
Gr. + Ammonsulfat 5.61 128.8 
Gr. + Natronsalpeter 6.15 172.8 
Gir. + Kalksalpeter Se a ae 6,07 169.7 
Gr. + Kalkstickstoff . ee. 6,62 200.7 


Tabelle XXII zeigt die Wirkung verschiedener Stickstoffdiingemittel 
auf die Wasserstoffperoxyd spaltende Wirkung des Bodens. 

Diese Béden wurden seit 10 Jahren mit verschiedenen Mengen Stick 
stoff, aber immer mit den gleichen, in obigem Diingungsschema wieder 


fOkoe N 


vegebenen Stickstofformen gediingt, und zwar im Jahre 1926 mit 
e ha. 

Die Ergebnisse der Tabelle XXII zeigen, daB die GréBe der katalyti 
schen Kraft von der durch die Diingung bewirkten Verschiebung der Boden. 
reaktion abhangig ist. 

Tabelle XXIII veranschaulicht die Zusammenhange zwischen NKali 
diingung und katalytischer Wirkung. 

Die hierbei verwendeten Kalibéden stammen von einem zwolfjahrigen 
Kalidiingungsversuch, bei dem im Laufe dieser Jahre folgendermaben 
gediingt worden war: 


! Vgl. hierzu auch K. Scharrer und J. Schwaibold, diese Zeitschr. 
185, 405, 1927. 
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Zeit 

a1: | dOkg 
1913/14 1 4, 
1914/15 30 . 


1915 16 20 


1916 17 40 , 
1917/18 Ohne 
1918/19 60 kg 
1919 20 50 . 
1920 21 69 , 
1921/22 100, 
1922/23 1b. 
1923/24 sO, 
1924/25 40 , 


Zusammensetzung einiger mit Kali gediingten Boden und dere 


kg N je ha 


als Ammonsulfat 
» Chilesalpeter 
» Ammonsulfat 


jede Diingung 
als Ammonsulfat 


Natronsalp. 64 . zi 100 . In d 
» Ammonsulfat 196 , Thomasmeh!] 100 , aliee 
- 106 , 100 . vier ve 
- ae = 30 schied 
~ “ 50, . Superphosph. 100 , Forme 
9 59 ” = 50 ms 
Tabe lle YNXJ/1. 


~JI~I 1-3 
ie bo lS bo 


> 


kg P.O, je ha 


kg als Superphos. 


7 
“ 


Ohne jede Diingung 


100 kg als Superphe sph. 


Kraft. 


kg KO je ha 





100 kg as 
100 . > o 
100 vier ve 
100 = | schier 
100 . Former 


Ohne jede Diing 
LOO kg 


n katalyvtise! 





Dungungsart 


Zusammensetzung in 


mith Mn; 0, CaO 
Ungediingt . 6.29 0149 0261 
Graunddiingung 6.54 0,365 0,190 
Kainit . ; 6,36 0335 0.176 
4), ig. Kalisalz 6,83 0,370 0,170 
Chlorkali. 6.48 0.593 0181 
KySO,4. 6.37 0,350 0,165 


Bei den mit Kali gediingten Béden sind somit geringe, meist innerha! 
der Versuchsfehlergrenzen liegende Unterschiede zwischen den katalytiscl: 
Werten der einzelnen Diingungsarten festzustellen, so daB von einer wesent 
lichen Beeinflussung der katalytischen Kraft durch die Kalidiingung nicl 


gesprochen werden kann. 


MgO K,0O_ P.O; 
0105 0.239 0.137 
0.102 0226 0.170 
0153 0254 0174 
0,090 0.268 0,168 
0110 0,252 0179 
0,100 . 0,250 0,179 


Entw 

com 

N Pu Sauer 
0175 658 216 

0.176 598  1S6) 
C177 (5.67 19 
O198 545 195 

0,187 552 184, 

0191 549 206. 


Da bei den Béden des Kalidiingungsversuchs auch eine Reihe physik 


scher 


Eigenschaften 


gefiihrt (Tabelle XXIV). 


Physikalische Eigenschaften der 


diese ebenfalls 


hier 


Kalidiingungsversuchs. 





Dungungsart 


Ungediingt 
Grunddiingung 
Kainit ae 
40°, iges Kalisalz 
Kaliumehlorid . 
Kaliumsulfat 


mitbestimmt wurden, seien 
Tabe lle XXI/1 V. 
Béden eines 
Litergewicht | Hygroskop. ——. 
kg 9/5 
1,392 1,53 37,78 
1,399 1,68 38,85 
1,406 1,65 37,57 
1403 S| 1.68 38.48 
1,388 1,7 39.05 
1.374 1,69 37,94 


Druck« Entwicke 
festigkeit com 
kg Sauersto! 
17,62 216,! 
16,86 186. 
18,67 199.5 
16,80 195,! 
16,33 154,! 
17,81 206. 
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= Ein Bild tiber den Zusammenhang zwischen katalytischer Kraft det 
den des geschilderten Kalidiingungsversuchs und Bakterienzahl bzw. de1 
\nzahl der Pilze gibt Tabelle XXV. 
Tabelle XXV. 


Zahl der Mikroorganismen ! in einem Boden und katalytische Kraft. 








Bakterien 
Total 
Dungungsart P keim: = Nicht. d 
eung H zahl a ones ( — o/, Abtine- ane 
fluss yer uSsiger myzeten 

gedangt . . 658 28680 27200 18660 686 7660 282 880 | 3,2 6909 25.4 
runddingung 5,93 37 200 35680 23289 65,3 11340 31,7. 1060 3,0, 8000 22,4 
ir. + Kanit . 5,67 36900 35.800 24740 69,2 9900 27.6, 1160 3,2) 8460 23,6 
r 40°. iges 

Kalisalz 5,45 30150) 29400) 17000 57,8 12000 408 400 14 8340 28,3 


Chlorkali 5,52 16160 15960 96600 60.5 5700 35.7 600 | 3,8)4140 27,9 


- schwefels. 





Kalium. . . 549) 3474034140 23280 682 9660 283 1200 |35) 6940 203 
a Pilze Entw. com Sauerstoff 
mm a ° 
-! Total ° = ~~ =} c 
ot Diingungsart | Pq keim €— Ey c 5 $22 $c2| 22 
zahl | $4 ES |) % | = 5 0 ~#3 | fs3 | S39 
es a i 2 2c £9 — 
. é $ = a $E g* 25 
ty 
) (ngedingt . . 6.58 28680 1480 940/63.5 540 36.5 890 54.0 216.0 109.0 37.5 
»,! brunddingung 5.93 37200 1600 1000 '62.5 600 37,5 540 33.8 186.0 87.5 35.0 
4, r+ Kanit . 5.67 36900 1100 800/73,0 300 27.0 €6 60 1995 965 31.0 
| Gr. + 40% iges 






Kalisalz . . |5.45 30150 750 709 9: 
ir. + Chlorkali 5,52 16160 760 560 73,7, 200 263 66 
br. + schwefels. 


33 OD) C67) 46) 63 195.0 99,0 295 
sf 


x 


184.0 76,5 382.5 


Kalium. . . 549 34740 600 260/434 340 (56,6 60 10,0 206.0 92,0 33.0 


Der niedrigsten Totalkeimzahl entspricht zwar der niedrigste kataly- 
tische Wert; im iibrigen ist aber keine Proportionalitat zwischen Gesamt- 
keimzahl und Wasserstoffperoxyd spaltender Kraft zu beobachten; da6i 
nach dem Trocknen und Gliihen eine bedeutende Abnahme der katalytischen 
Kraft eintritt, beweist, daB die Mikroorganismen einen wichtigen Faktor 
dabei spielen. Die noch verbleibende katalytische Wirkung des gegliihten 
Bodens kann aber nur durch anorganische Katalysatoren verursacht werden. 


4. Die Hydroperoxyd spaltende W irkung einiger kiinstlich hergestellter Produkte. 

In Tabelle XXVI ist die katalytische Wirkung einiger kiinstlich her 
gestellter Produkte wiedergegeben, wobei reinste Originalpréparate von 
Merck oder Kahlbaum verwendet wurden. 

1 Vgl. auch K. J. Demeter, Uber den Einflu8 von Kaliumdiingemitteln 
auf die Mikroflora des Bodens (Fortschritte der Landwirtschaft 1927). 
K. Scharrer und A. Strobel, Versuche iiber die biochemische und _ kolloid- 
chemische Wirkung des Kaliums (Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 1481, 1926). 


Biochemische Zeitschrift Band 189. 10 
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Tabelle XXVI1. 


Katalytische Wirkung einiger kiinstlicher Produkte. 





Angewandte 


Sedetens Menge Entwickelte 
P com Sauerstoft 
Kisenhydroxyd . vr 5 217,8 
Ferrioxyd (nach L. Brandt, Merck) 5 261.3 
Manganhydroxyd 0,5 286.5 
Braunstein. . 0,5 261,0 
Manganoxyduloxyd 0,5 232,0 
Huminsiure . . 5 0 
Kieselsaurehydrat , 5 0 
Kieselsitureanhydrid 5 0 
Aluminiumhydroxyd 5 0 


Die Manganoxyde zeigen mithin die weitaus gréBte katalytiscly 
Wirkung. Sonst erwiesen sich nur noch die Eisenoxyde Hydioperoxy: 
spaltend. 

(. Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Zur Ermittlung der Hydroperoxyd zersetzenden EKigenschaft 
des Bodens — gewéhnlich katalytische Kraft oder katalytische Wirkung 
des Bodens oder auch, weniger exakt aurgedriickt, ,,Bodenkatalase” 
genannt — hat sich methodisch die Messung des entwickelten Sauerstoffs 
auf gasvolumetrischem Wege als relativ genauestes und brauchbarstes 
Verfahren erwiesen. Dabei ist es aus Griinden der Beeinflussung der 
katalytischen Kraft des Bodens durch die verinderte Wasserstoff 
ionenkonzentration notwendig, vollkommen séurefreies Wasserstoff 
peroxyd zu verwenden und nicht das Wasserstoffperoxyd fiir die Tropen 
dem zur Haltbarmachung stets geringe Mengen Sauren zugesetzt werden 
Trotz der leichten Zersetzlichkeit dieses siurefreien Wasserstoffperoxyds 
werden bei genauer Einhaltung der mitgeteilten Arbeitsvorschriften 
gut iibereinstimmende Resultate erzielt. 


2. Obwohl die Werte fiir die katalytische Wirkung des Bodens 
keine direkte Funktion der py der Béden darstellen, wwide in dieser 
Arbeit wieder aufs Neue bestatigt, daB unzweifelhafte Zusammenhang: 
zwischen der Reaktion des Bodens und dessen Hydroperoxy: 
spaltendem Vermégen in der Hinsicht bestehen, daB im allgemeinen 
saure Biden diese Eigenschaft in viel geringerem Grade aufweisen a! 
neutrale oder stark alkalische. 


3. Der Gehalt der Biden an Eisen- und Manganverbindungen is! 
zwar ein sehr wichtiger, aber kein ausschlaggebender Faktor fiir di: 
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(.réBe der katalytischen Wirksamkeit des Bodens. Je héher der Gehalt 
der Béden an Eisen- und Manganverbindungen ist, desto gréBer im 
allgemeinen das katalytische Vermégen. 

4. Einem héheren Gehalt an Gesamtkalk entspricht im allgemeinen 
ene gréBere Wasserstoffperoxyd spaltende Kraft. Ein ahnlicher Zu- 
sammenhang zeigt sich zwischen dem in Chlorammon léslichen Calcium 
und der katalytischen Wirkung. 

5. Sandige Béden weisen im allgemeinen die geringsten, Lehm.- 
und Tonbéden die héchsten katalytischen Werte auf. Humusbéden 
ergeben meist héhere Zahlen als Mineralbéden gleicher Zusammen- 
setzung, Hochmoorbéden infolge der sauren Reaktion jedoch niedrigere 
Werte als die meisten alkalischen Niedermoorbéden. 

6. Der Gliihverlust eines Bodens hingt nur insofern mit dessen 
katalytischer Kraft zusammen, falls er einen Ausdruck fiir den Gehalt 
an Carbonaten und damit der alkalischen Reaktion der Biden darstellt 

7. Die Ergebnisse hinsichtlich des Zusammenhanges zwischen 
dem Tongehalt der Biden und der katalytischen Kraft bestatigen 
vollkommen die Befunde von H. Kappen und P. Wachtel, daB die 
wesentlichen katalytischen Bestandteile des Bodens seine Tonkolloide 
sind, daB aber diese katalytische Wirkung durch Basizitaét geférdert, 
durch Aziditét gehemmt wird. 

8. Zwischen der Hygroskopizitét der Béden und deren Hydro- 
peroxyd spaltenden Eigenschaft sind keine deutlichen Beziehungen zu 
beobachten. 

9. Zerlegt man einen Boden in seine mechanischen Bestandteile 
und bestimmt deren katalytische Kraft, so zeigen die giéberen Fraktionen 
im allgemeinen einen geringeren katalytischen Wert als die feineren 
Die KorngréBe des Materials ist daher von Einflu8 auf die katalytische 
Wirkung, und je gréBer die Dispersitét, desto giéBer die Hydro- 
peroxyd zersetzende Kraft. 

10. Die katalytische Kraft des Bodens wird durch Behandeln 
mit anorganischen Salzen und organischen Stoffen verschieden be- 
einfluBt, durch Behandeln mit Salzsiwre, Aluminiumchlorid, Merkuri- 
chlorid und Kupfersulfat durchweg erniedrigt, durch Natriumhydroxyd 
und Ammoniak meist erhdéht. 

11. Kaliumeyanid wirkt nach den dwehgefiihrten Untersuchungen 
meist erhéhend auf die Hydroperoxyd spaltende Eigenschaft der 
Biden, offenbar infolge der dadurch bewirkten Verschiebung der 
Reaktion ins alkalische Gebiet. 

12. Durch Kochen und Erhitzen des lufttrockenen Bodens auf 100° 
bis zur Gewichtskonstanz wird seine katalytische Kraft etwas erniedrigt, 


10* 
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ebenso durch Sterilisieren. Durch Gliihen erfolgt meist eine bedeutend: 
Verringerung der Wasserstoffperoxyd spaltenden Eigenschaft. Ein 
Ausnahme bilden die an Eisenoxyd reichen Aschen der Moorbéden 


13. Durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht nimmt die kata. 
lytische Wirkung der Béden etwas ab. 

14. Durch Diingung wird die katalytische Kraft des Bodens in 
rofern beeinfluBt, als bei dadurch bewirkter Verschiebung der Reaktion 
ins sawe bzw. alkalische Gebiet die katalytische Wirksamkeit ab- bz 
zunimmt. Im iibrigen konnten wenig Zusammenhange bemerkt werden 


15. Zwischen der Totalkeimzah! und der Hydroperoxyd spaltenden 
Wirkung bestehen zwar keine direkten Zusammenhange. Doch ent 
sprach bei den untersuchten Béden der niedrigsten Totalkeimzah| 
der niedrigste katalytische Wert. 

16. Von den untersuchten, als Bestandteile des Bodens eine 
wichtige Rolle spielenden Substanzen ei gaben die Manganverbindungen 
die gréBte katalytische Kraft. Von den tibrigen Stoffen zeigten nw 
noch die Eisenoxyde in erheblichem MaBe eine Hydroperoxyd spaltende 
Wirkung. 

17. Die durchgefiihrien Versuche lassen neuerdings den Schlup zu 
dap die katalytische Eigenschaft der Béden ein Komplex verschiedener 
Ursachen ist, dap sowohl anorganische Verbindungen, insbesondere Eisen 
und Manganoxyde, als auch organische Stoffe und biochemische Faktoren 
eine Rolle dabei spielen. Jedoch sind bei der groBen Menge anorganischer 
Katalysatoren, die die meisten Béden aufweisen, diese entschieden div 
wichtigsten Trager der katalytischen Wirkung, im Vergleich zu denen di 
organischen und mikrobiologischen Faktoren wohl stark in den Hinter 
grund treten. 

18. Die Ermittlung der Hydroperoxyd spaltenden Kraft der Boden 
ist mithin zwar fiir bodenkundliche Studien nicht ohne Bedeutung 
Jedoch mu8 im Hinblick auf die geschilderte komplexe Natur dieser 
Bodeneigenschaft es abgelehnt werden, aus ihr allein etwaige tiefere 
Schliisse auf physikalische Eigenschaften, tiber Nahrstoffverhaltnisse 
bzw. biochemische Bodenprozesse und damit auf die Bodenfrucht- 
barkeit ziehen zu wollen, und nach wie vor wird die Fahigkeit des Bodens, 
Wasserstoffperoxyd zu zersetzen, mehr theoretisches als praktisches 
Interesse fiir sich beanspruchen.' 


D. Literatur. 


1) Beziiglich der umfangreichen Literatur iiber dieses Gebiet und die 
bisherigen Arbeiten vgl. auch K. Scharrer, Landw. Versuchsstationen 1927 
(im Druck). — 2) Vgl. hierzu Wohlgemuth, GrundriB der Fermentmethoden, 
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insulin und Fructosediphosphorsiure. 


Von 
E. Forrai. 


(Mitteilung aus der LIT. internen Klinik der k. u. Pazmany-Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1927.) 


Die Entdeckung des Insulins hat den intermediaren Kohlen 
hydratstoffwechsel wieder in den Mittelpunkt der Untersuchungen 
gestellt. Die Annahme, daB das Insulin die Kohlenhydratverbrennung 
steigert, fiihrt natiirlicherweise zu der Frage, ob sich der Angriffspunkt 
des Insulins auf eine definierte Phase des Kohlenhydratabbaues lokali 
sieren laBt. 

Die Kohlenhydratstoffwechselforschung im pflanzlichen und 
tierischen Organismus fiihrte durch die Arbeiten von Neuberg, Embden, 
Harden und Young usw. zur lsolierung mannigfacher Zwischenprodukte 
Bei dem wechselvollen Spiele des Auf- und Abbaues kommen zahlreiche 
Enzyme zu bedeutender Rolle. Es war daher naheliegend, im Insulin 
einen Aktivator der Enzyme zu suchen. 

Es wurden zahlreiche Versuche angestellt, um die Wirkung des 
Insulins auf die einzelnen Phasen des Zuckerstoffwechsels nachzuweisen 
Die Komplexitat der Insulinwirkung bot geniigende Gelegenheit zum 
Studium der einzelnen Phasen. Im nachstehenden soll auf die Be 
einflussung der enzymatischen Spaltung der Fructosediphosphorsaure 
durch Insulin in vitro, sowie die Wirkung der Hexosediphosphorsaure 
auf das insulinisierte Kaninchen besprochen werden. 


In der Annahme, da das Insulin in den oxydativen Zuckerabbau 
eingreift, wurde vor allem die Wirkung des Insulins auf die Hefegarung 
studiert. Laufberger(1) konnte jedoch bei der Messung der Kohlensaure 
eine Anderung nicht feststellen. 

Die ersten, die in vitro das direkte Eingreifen des Insulins in den 
intermediaren Kohlenhydratstoffwechsel zeigen konnten, waren Neubery 
Gottschalk und Strauf (2). Dem Gewebebrei zugesetztes Insulin steigert« 
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die Menge des Oxydationsproduktes — des Acetaldehyds —, wahrend 
das Adrenalin die Entstehung dieser Zwischenstufe hemmt. Dies war 
der erste direkte Beweis fiir den fé:dernden EinfluB des Insulins auf 
den oxydativen Kohlenhydratabbau in Leber und Muskelzelle 

Die Untersuchungen von Winter und Smith beziiglich der ver- 
schiedenen Formen von Glucose gaben die Veranlassung zur Annahme 
von einer reaktionsfahigen und labilen Form des Blutzuckers. Nach 
Neuberg, Gottschalk und Strauf ist die Annahme gerechtfertigt, daB 
das Insulin in der zuckerverarbeitenden Tierzelle die Bildung dieser 
labilen Glucosemodifikation, die den eigentlichen Kohlenhydratumsatz 
cinleitet und engste Beziehungen zur Phosphorsdure unterhdlt, reguliert; 
und gwar scheint die Veresterung des Zuckers mit der Phosphorsiure 


den Zucker in diese reaktionsfahige Form — welche dem Abbau eher 
zuginglich ist — umzuwandeln!. 

Dem Lactacidogen das heiBt also der Hexosediphosphorsaure 
wurde bei der Insulinwirkung in vivo eine gréBere Aufmerksamkeit 


geschenkt, da es nicht auszuschlieBen war, daB der verschwundene Zucker 
in dieser Form wiederzufinden ware. Es sprach vieles dafiir. Harrop und 
Benedict (4) fanden als erste, daB8 die anorganische Phosphorséure des 
Blutes parallel mit der Blutzuckersenkung auf Insulineinflu8 vermindert 
wird. Dieser Befund konnte von Staub, Giinther und Fréhlich, sowie Perl- 
cweig (4) bei Menschen und bei Tieren bestatigt werden. Wigglesworth (4) 
hat den Verlauf des anorganischen Phosphorgehalts im Blute genau verfolgt 
und fand, da8B der Phosphorgehalt nach einer Einspritzung von etwas 
mehr als einer Krampfdosis schnell um etwa 30°, absank. Aay und 
Robison (4) fanden eine Vermehrunz organischer Phosphorséiure im Blute 
auf Insulin. 

Es muB allerdings bemerkt werden, daB Perlzweig und Wigglesworth 
die Menge der organischen Phosphate nach Insulin nahezu unverandert 
fanden, was gegen eine eventuelle Bildung lactacidogendihnlicher Stoffe 
im Blute spricht. 

Die Untersuchungen von Brugsch und Horsters (5) zeigten in die 
Richtung, daB das Insulin eventuell als Aktivator der Phosphatese, also 
des die Esterifizierung katalysierenden Enzyms anzusehen ware. Brugsch 
gelang es, in einer anorganischen Phosphatlésung, welcher Zucker bei- 
gegeben wurde, durch Muskelbrei und Leber eine Verminderung des an- 
organischen Phosphats zu beobachten mit einer gleichzeitigen Abnahme 
der Rechtsdrehung der Lésung nach Insulinzugabe. Allem Anschein nach 
handelte es sich um die Bildung eines Zuckerphosphorsdureesters, welche 
Vorgang durch Insulin aktiviert wird. Die Versuche von Brugsch, sowie 
die Befunde Benedicts und zahlreiche anderer sprachen fiir eine Esterifizierung 
der Hexose zur Phosphorsiure auf Insulinwirkung. 

Da die Rolle der Hexosediphosphorsiure als intermediire Form des 
Kohlehydratabbaues in tierischen und pflanzlichen Zellen geklirt wurde, 
sprach vieles dafiir, da8B die Hauptwirkung des Insulins auf die diesen 
Ester auf- und abbauenden Enzyme lokalisiert ist. 


» Pringsheim, diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
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Es war daher eine wichtige Frage, ob das Insulin die enzymatise) 
Spaltung der Fructosediphosphorsaure, zu dessen Synthese es verhilfi 
unbeeinfluBt laBt oder nicht. 


Demuth (6) untersuchte die Insulinwirkung im Blute auf die Hexo 
diphosphatase, und seine Befunde fielen negativ aus, was im nachstehend 
bestatigt wird. Auberdem wurde die Untersuchung auf die Leber wnd 
Muskulatur ausgestreckt. Es konnte jedoch eine Anderung der Fructos 
diphosphatasewirkung durch Insulin nicht erreicht werden. 

Die nachstchenden Untersuchungen beziehen sich auf einige Organ 
fructosediphosphatasen, auf deren Wirkung der Zusatz von Insulin 
studiert wurde. 

Die Organe wurden zum Teil in getrockneter Form von Organbrei 
in einer Lésung von hexosediphosphorsawem Natiium (gewonnen mit 
Na-oxalat aus Bayerschem Candiolin) suspendiert, die Lésungen wurden 
auf die fiir die Spaltung-fahigkeit der Or gane optimale Wasserstoffionen 
konzentration gepuffert, wie sie von Demuth festgestellt wurden, mit 
Toluol versetzt und in Thermostaten gestellt. Nach 24 Stunden wurde 
in einem aliquoten Teil der anorganische Phosphor bestimmt nach 
Bell und Doisy. Es seien hiernach einige Versuche mitgeteilt, in denen 
bei gar keiner Organphosphatase eine Differenz nachgewiesen werden 
konnte. 

Versuche. 
Versuch 3. 
1. 50cem ',°,iges fructosediphosphorsaures Natrium + 3,75 cem n/ 10 
HCl + 10g Muskelbrei + Toluol. 


2. 50cem 14° iges fructosediphosphorsaures Natrium + 3,75 cem n/10 
HCl + 10g Muskelbrei + 0,5 ccm Insulin Wellcome + Toluol. 
4. 50g destilliertes Wasser + 3,75cem n/10 HCl + 10g Muskelbre: 


Tt Toluol. 


Die Lésungen wurden auf py 7,4 gepuffert. 


Versuch 12. 


1. 2.5cem Blut + S50ecem ',°%iges fructosediphosphorsaures Natriun 
+ Toluol. 
5. 2,5cem Blut + 50cem 14°,iges fructosediphosphorsaures Natriun 


+ 0,5ecem Insulin Wellcome + Toluol. 


Versuch 13. 
1. 0,6 g¢ Leberpulver + 50cem 14 °%iges hexosediphosphorsaures Natriun 
+ 7,5cem n/10 HCl + Toluol. 
7. 0,5 g Leberpulver + 50 ccm 14% iges hexosediphosphorsaures Natriun 
+ 7,5eem n/10 HCl + 0,5cem Insulin Wellcome + Toluol. 
Die Hexosediphosphorsaurelésung wurde auf pq = 5,5 gepuffert 


Die anorganischen Phosphorwerte sind auf P,O, umgerechnet. 
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Insulin und Fructosediphosphorsaure. 1S 





= i. weal Proctocediphos: 
i 0 Zeit 24 Std Differenz phorsaure in "9 
} 1 0.134 0.194 0,060 16,57 
3 2 0,129 0,182 0,053 15.98 
$ 4 0121 O117 
12 l 0,039 0,119 0.080 22.10 
12 5 0,045 0.131 0.086 2881 
13 l O11 0,112 O101 27.96 
13 7 O01! 0.118 0,107 29.56 


Es ist allerdings merkwiirdig, daB das Insulin, welches im Kohlen- 
hydratstoffwechsel cine so bedeutende Rolle spielt und wie es die neueren 
Untersuchungen (7) zeigen, in samtlichen Organen nachweisbar ist, auf 
ein so wichtiges Ferment des Kohlenhydratabbaues, wie die Fructose- 
diphosphatase, dessen ubiquitares Dasein ebenfalls nachgewiesen werden 
konnte (8), gar keinen EinfluB ausiibt. Es ist jedoch aus den Versuchen 
eindeutig ersichtlich, daB das Insulin die Hexosediphosphorséure 
spaltung in vitro nicht beeinfluBt. 


Es wurde versucht, den dweh Insulin hervorgerufenen hypogly- 
kamischen Komplex, der durch Glucose sofort verschwindet, ebenfalls 
durch Fructosediphosphorsaure bzw. fructosediphosphorsaure Natrium- 
lésung zu beeinflussen. 

Die Versuche von Noble und Macleod (4) zeigten, daB die Liavulose fast 
ebenso wirkt, wie die Glucose. Fast dieselbe Wirkung hat Mannose, Galak- 
tose wirkt schwiicher. Die Versuche von Abelin und Goldener (9) zeigten 
die Beeinflussung des Kohlehydratstoffwechsels durch Phosphate. Per os 
verabreichtes Dinatriumhydrophosphat konnte beim Tiere je nach der 
angewandten Menge des nachher eingespritzten Insulins die Hypoglykamie 
entweder vollstandig unterdriicken oder sehr wesentlich herabsetzen. 

Da der tierische Organismus die Fructosediphosphorsiure zu zer- 
legen imstande ist, da die Hypoglykimie mit Lavulose und Phosphat 
zu beeinflussen war, konnte daran gedacht werden, ob Fructose- 
diphosphat auch in diesem Sinne wirkt. 

Ein Kaninchen erhielt 15 Einheiten Insulin. Nach 314 Stunden kam 
es zu Krampfen. Sofort wurden 20 ccm einer 20° igen Lésung von fructose- 
diphosphorsaurem Natrium intravenés gegeben. Die Krampfe wiederholten 
sich mit derselben Heftigkeit und konnten durch Glucose momentan gelést 
werden. 

Wurden 10 cem einer 20°, igen Lésung einem Kaninchen (2 kg) niichtern 
gegeben, so verhielt sich der Blutzucker wie folgt: 


MOM sw we ee ww + RR OOO 
2 Stunden nach der Injektion . . 0,129, 0,136, 0.136% 
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Ein drittes Kaninchen erhielt 10 cem 20°,iger Lésung intravendés un 
25 Minuten nachher 10 Einheiten Insulin Wellcome. Der Blutzucker verhic!: 
sich folgendermaBen : 
Niichtern . . : — 0,097, 0,090 °% 
10 Uhr: 10cem 20 igen fructosediphosphorsauren Nat riums intravends 
10 Uhr 35 Minuten: 0,5 cem Insulin Wellcome, 
12 Uhr 35 Minuten: Blutzucker: 0,028, 0,027, 0,025°,. 


Nachher in einigen Minuten Krimpfe, die auf Dextrose gelést werden [ 


Es geht aus den Versuchen hervor, daB die Hexosediphosphor 
siure, obzwar sie eine intermediire Form im Kohlenhydratabbau und 
ein von solchen Bestandteilen zusammengesetzter Ester ist, welche: 
allein die Insulin-hypoglykimie stark beeinfluBt, und obzwar vom 
tierischen Organismus zerlegbar, den hypoglykamischen Zustand 
die Krimpfe unbeeinfluBt 1aBt. 
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Die menschliche Fructosediphosphatase war im Blute zwar nach- 
weisbar, jedoch nur im Blutkuchen, das Serum zeigte fast gar keine 
Spaltung. Bei Sauglingen jedoch konnte Demuth (1) eine Anderung 
dieses Umstandes wahrnehmen. Seine diesbeziiglichen Untersuchungen 
gehéren nicht hierher, zeigten jedoch, daB im Serum Phosphatasen 
nachweisbar waren. Es konnte daher daran gedacht werden, daB dieses 
Enzym von den Organen extrahierbar ware, wie es in den nachstehenden 
Versuchen tatsachlich nachweisbar gewesen ist. 


Die wisserige Extraktion bildet seit langer Zeit her seit den 
Arbeiten Willstdtters — eine der bekanntesten Versuche der Enzym- 


reinigungen, welche zum weiteren Studium die Fermente von den 
unwesentlichen Begleitstoffen befreien. Die Organe, welche ich bei 
meinen Versuchen benutzte, waren menschliche Muskeln, Leber und 
Niere. Die Organe wurden fein zerhackt, bis zu einer fein breiigen Kon- 
sistenz, nachher mit einer physiologischen Kochsalzlésung tibergossen 
in der Proportion 1:3, und in einer Schiittelmaschine eine Stunde 
lang geschiittelt. Es wurde von jedem derart verarbeiteten Organe 
nun je eine Flasche in den Thermostaten bei 37°C unter Toluol, eine 
andere im Eisschrank 24 Stunden stehengelassen und nachher ab- 
filtriert: die so gewonnenen Extrakte waren wasserklar und, mit Toluol 
versetzt, einige Tage haltbar. 

Es handelte sich nun zuerst um den Nachweis, ob die Fructose- 
diphosphatase iiberhaupt wisserig extrahierbar ist. 

Tomita (2) hat gezeigt, daB die Saccharosephosphatase von Leber 
und Niere in zellfreien Extrakten nachweisbar war. 

In meinen Versuchen wurden von wasserigem Extrakt einige Kubik- 
zentimeter einer 1 °,igen fructosediphosphorsauren Na-Lésung — ge- 
wonnen mit Ca-oxalat aus dem Bayerischen Candiolin zugesetzt, 
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in den Thermostaten gestellt und die abgespaltene anorganische Phos. 
phorsiure zum Teil gravimetrisch, zum Teil kolorimetrisch nach B:/ 
und Doisy bestimmt. Die Resultate sind in der Tabelle I zusammey 
gestellt. Die auf Eis und in Thermostaten gestellten Extrakte zeigtey 
keine Differenz. Wie aus der Tabelle ersichtlich, zeigen alle untersuchten 
Organextrakte eine deutliche Spaltung der Fructosediphosphorsiiw: 

daB der Vorgang enzymatisch ist, wurde durch Aufkochen des Extraktes 
nachgewiesen, hiervon ist ein Beispiel in der Tabelle bei der Niere wieder 





gegeben. $ 
Tabelle 1. 
7 Mg, P,O7 bzw Zersetzte 
Versuch Untersuchter er oy ge 0 auf Fructosediphos 
Nr. Organextrakt SS 24 Std. umger. phorsaure 
. baw. anorg. I auf 100 cm? 0 
1 Leber 0.0202 0.0390 15.06 
Leber aufgekocht 0.0124 
5 Muskel 
0 Std. — 
a4 0,0031 0,071 21.4 
15 Niere 
O Std. O17 0.0349 10.5 
“ _: = 0,032 
15 Niere aufgekocht 
0 Std. 0,0017 _— 
48 . 0.0017 


Die weitere Frage war,,wie sich die Extrakte zum Insulin verhalten 


Die Meyerhofschen (3) Untersuchungen zeigten, daB das Coferment 
der Hefegairung in allen tierischen Organen nachweisbar ist. Dieselbe: 
Untersuchungen zeigten, da die Atmung der Muskulatur durch Aus 
waschen mit Wasser erlischt und durch Zugabe des Muskelkochsaftes bzw 
Hefekochsaftes wieder hervorgerufen wird. Die Untersuchungen von Brugsch 
und Horsters (4), sowie von Virtanen (5) sprechen dafiir, daB das Insulin 
ein Aktivator der Zuckerphosphorsauresynthese sei. Virtanen spricht div 
Vermutung aus, da8 auf Insulinwirkung die Zunahme des Hexosediphosphats 
vielleicht deshalb im Blute nicht nachweisbar ist, weil die Spaltung in 
demselben Mae wie die Synthese beschleunigt wird. Ich konnte (6) in 
einer friiheren Mitteilung zeigen, daB das Insulin auf die Organphospha- 
tasen gar keine Wirkung ausiibt. Das konnte in derselben Weise auch fiir 
das Blut nachgewiesen werden. Die enzymologische Frage ist auBerdem, 
ob die Synthese und Spaltung der Fructosediphosphorsiure durch die 
Wirkung desselben Enzyms zustande kommt oder nicht. Die Frage ist 
trotz der Untersuchungen von Euler (7), die fiir die Verschiedenheit, und 
Embdens (7), die fiir die Einheit beider Fermente sprechen, nach Oppen- 
heimers (7) Meinung nicht entschieden. 


In den im nachstehenden zu veréffentlichenden Versuchen wurde | 
zuerst die Frage gestellt, ob Insulin die Wirkung der Extrakte be | 
einfluBt oder nicht. Das Insulin zeigte keine Wirkung. In einem anderen 
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\ersuche wurde der Extrakt aufgekocht und so unwirksam gefunden, 
in konnte gepriift werden, ob das Insulin den aufgekochten Extrakt 
aktiviert. Der Versuch fiel auch negativ aus. 


Ve reuch 1d. 


Kolben Nr. 1. 2 com Nierenextrakt + 20 cem 1 %ige fructosediphosphor- 
saure Natriumlésung + Toloul. 

Kolben Nr. 2. 2cem Nierenextrakt + 20 ccm 1 °/ige fructosediphosphor- 

] I 

saure Natriumlésung + Kochen + Toluol. 

Kolben Nr. 3. 2.cem Nierenextrakt + 20 cem 1 °Lige fructosediphosphor- 
saure Natriumlisung + 0,5 cem Insulin Wellcome + Toluol. 

Kolben Nr. 4. 2cem Nierenextrakt + 20 ccm 1 %ige fructosediphosphor- 
saure Natriumlisung + Kochen + 0,5 cem Insulin Wellcome + Toluol. 

Kolben Nr. 6. 2cem Nierenextrakt + 20cem destilliertes Wasser 

Toluol. 


Tabelle 11. 





Differenz von _ Zersetzte 
Kolben Zeit Gefundenes 0 aut 48 Std Fructosediphos- 
Nr. anorganisches P umgerechnet auf phorsaure 
Std. P2 Qs in 100 com 0/5 
1 0 0.0170 
24 0.0258 0,0349 10,5 
48 0.0320 
2 0 0.0170 
b] s | 
24 0.0166 
48 0.0170 
3 0 0,0156 
24 0,0234 0,0357 10,75 
48 0.0312 
4 0 0.0162 
24 0,0170 _— - 
48 0.0160 
6 0 0,0066 
24 0.0062 
4s 0.0961 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB das Insulin auf die Phosphatase 
keine Wirkung im Extrakt ausiibt, der aufgekochte Extrakt wird nicht 
aktiviert. Insulin und Cozymase sind voneinander verschieden. Daher 
ist das Insulin kein Aktivator der Phosphatase und, wenn die Phos- 
phatese durch Insulin beeinfluBt wird, wie es Virtanen und Brugsch 
annehmen, von diesem Enzym verschieden. 
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Zusammenfassung. 


Die menschliche Fructosediphosphatase ist ein aus den Organen 


(Leber, Muskel, Niere) extrahierbares Enzym. Die Fructosediphospho: 
sdurespaltung durch Organextrakte wird durch Insulin unbeeinflubt 
gelassen, durch Kochen inaktivierte Extrakte werden nicht aktiviert 


Literatur. 


1) F’. Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. — 2) M. Tomita, eben 
daselbst 131, 170, 1922. — 3) C. Meyerho/, H. 101, 102. — 4) Th. Brugs: 
und H. Horsters, zusammenfassend in Med. Klin. 1926, Nr. 3. 5) A. V 
tanen, diese Zeitschr. 171, 76, 1926. — 6) E. Forrai, diese Zeitschr. 189 
150, 1927. — 7) Oppenheimer, Die Fermente. 1925. 











hen 


hor 
Bt 
ert, 











Der normale Bilirubinspiegel in menschlichen Seren. 


Von 
Rudolf Sivé. 


Aus der ILI. medizinischen Klinik der k. ungar. Pazmany-Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1927.) 


Vor anderthalb Jahren haben wir die in Gemeinschaft mit 
Dr. Enriques (3) ausgearbeitete Methode zur Bestimmung des Bilirubins 
mitgeteilt. Es gelang uns mit Hilfe dieses Verfahrens, sogar das indirekte 
Bilirubin ohne Fiallung der EiweiBkérper zu bestimmen. Die Fehler- 
quellen, die durch EiweiBfallung entstehen, hatten wir bereits eingehend 
erértert. Unsere neue Methode, welche mittels Koffein das indirekte 
Bilirubin von seiner EiweiBbindung loslést, erméglicht das Bilirubin 
ohne durch die EiweiBfallung verursachten Verlust exakt zu bestimmen. 
Es wurde daher die Bestimmung des normalen Serumbilirubinwertes 
mu Aufgabe gestellt, da die Meinungen in dieser Frage noch immer 
ziemlich abweichend sind. 


Hijmans van den Bergh (7), der ais erster sich mit der Frage des normalen 
Blutbilirubinspiegels beschaftigte, fand 0,10 bis 0,30 mg-°; Bilirubin in 
Seren solcher Individuen, wo eine Erkrankung der Leber und der Gallen- 
wege auszuschlieBen war. Die Nachforschungen der letzten Jahre ergaben 
aber einstimmig, daB diese Werte viel zu niedrig bemessen waren [Cserna (2)] 
und setzten die obere Grenze des normalen Bilirubinwertes viel héher; so 
bezeichnet Haselhorst (5) als héchsten Normalwert 0,50 mg-°,, Mandel- 
baum (9) 0,62 mg-°,, Botzian (1) 0,75 mg-°4 und Férster (4) 1 mg-°%%. 
Hetényi (6) gibt als héchsten Normalwert 2 mg-°, an. Wir selbst gaben 
seinerzeit keine endgiiltigen Zahlen als Normalwerte des Serumbilirubins 
an, da die Zahl unserer sogenannten Normalseren zu klein war, auBerdem 
bei einem Teile derselben eine pathologische Erhéhung des Bilirubinspiegels 
nicht auszuschlieBen war. 


Um die physiologischen Werte festzustellen, hatten wir seitdem 
200 Sera teils von Gesunden, teils von solchen Patienten aufgearbeitet, 
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wo Animie, Infektionskrankheiten, sowie allerlei organische Leiden 
auszurchlieBen waren. In folgender Tabelle sind die erhaltenen Werte 
der untersuchten Falle wiedergegeben. 





065 070 075 O80 O85 090) 6,95 1,00 1,05 1,10 1,15 7 
«Use 


Bilirubinwert bis bis bis | bis bis bis bis bis bis bis bis 


0.70 | 0,75 | 0,80' 085 0,90 0,95 1,00. 1.05. 1.10. 1.15. 1,29. S@mmer 


Gesam tzahl lo! ¢ 9 31 34 387 27/19: 16 11 6 on 
der Fille | ~ = : ~ 
oO; 

o-Zahl il 1 | 4 | 4%q|15%g| 17 |18%/p'18%g| 9% | 8 | 5%! 3 10 
der Falle | . ° . . . . 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, fallen 82°, aller Fdlle zwischen 
0,80 mg-%, und 1,10 mg-%. 9 /,%, der Normalfille ergibt ein Wert 
zwischen 0,65 und 0,80 mg-%. Niedrigere Werte, wie 0,65 mg-°,, 
wurden auch bei den sehr zahlreichen pathologischen Fallen nie erhalten 
trotzdem das Verfahren nur mit einer zweifachen Verdiinnung arbeitet 
also die Bestimmung von Seren niedrigen Bilirubingehaltes nicht 
erschwert. Die Annahme, daB gewisse Krankheiten zu einer Verminderung 
des physiologischen Bluthilirubinspiegels, also zu einer pathologischen 
Hypobilirubindmie, fiihren kénnen, wurde nicht bestétigt. 

8'/,°% Sera vollkommen Gesunder ergab Werte von 1,10 bis 
1,20 mg-%, so darf nur ein Bilirubinspiegel iiber 1,20 mg-°%, als 
Hyperbilirubindmie gedeutet werden, wobei aber die Méglichkeit nicht 
aurgeschlossen ist, daB manchmal vielleicht schon Werte unter 1,20 mg-° , 
als individuell erhdhte zu betrachten sind. Es seien zwei Beispiele auf- 
gefiihrt. 

1. In einem Falle von toxischer Bronchopneumonie wurde am fiinften 
Tage der Erkrankung ein Serumbilirubinwert von 1,16 mg-% erhalten. 
Ein Wert von 0,86 mg-°,, erhalten eine Woche nach Genesung, bewies, dal 
der Wert von 1,16 mg-% wahrend der Krankheit schon als individue! 
erhéht zu betrachten war. 

2. Ebenso sank der Serumbilirubinspiegel von 1,09 mg-°, bei einer 
akuten Appendicitis 10 Tage nach der gegliickten Operation auf 0,83 mg- 


Die Diagnose solcher individuell erhéhten Bilirubinwerte, welche 
unter dem oben angegebenen héichsten Normalwert licgen, kann oft durch 
eine Pleiochromie des Duodenalsaftes erméglicht werden. 


Zusammenfassung. 
1. Die groBe Mehrzahl der Normalfille ergibt Serumbilirubin- 
werte von 0,80 bis 1,10 mg-°%,. 
2. Werte iiber 1,20 mg-°%, sind bestimmt als pathologische zu 


betrachten. 
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3. Die Méglichkeit einer pathologischen Hypobilirubinimie konnte 
nicht bestatigt werden. 

4. Es gibt Serumbilirubinwerte in der Nahe, aber unterhalb des 
oberen Normalgrenzwertes, die schon individuell erhéht sein kénnen. 
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1. 

Seit den grundlegenden Untersuchungen Hijmans van den Berghs, 
die die Aufmerksamkeit auf die besondere klinische Bedeutung der 
Bilirubinfrage Jenkten, wurde in zahlreichen Arbeiten, hauptsichlich 
im praktischen Zusammenhange, die Frage erértert. 

Bekanntlich erhéht sich bei verschiedenen Krankheiten der Bilirubin 
spiegel des Blutes und es entsteht eine Hyperbilirubinimie. Auf Grund der 
Diazoreaktion wurden zwei Reaktionstypen des Bilirubins unterschieden, 
direkte Reaktion mit unmittelbarer Diazokuppelung und indirekte Reaktion 
mit einer nur nach Alkoholzusatz erfolgenden Verfirbung. Man glaubte 
aus dem verschiedenen Verhalten der bilirubinimischen Sera gegeniibe1 
der Diazoreaktion wichtige Schliisse auf die Pathogenese der verschiedenen 
Ikterusformen machen zu kénnen, indem bei der gré8ten Mehrzahl der 
mechanischen Ikterusfalle sich eine direkte, dagegen bei den dynamische: 
Ikterusfallen eine indirekte Reaktion ergibt. 

Es wurde zuerst von hepatischem und anhepatischem Bilirubin ge- 
sprochen. . Hijmans van den Bergh sprach die Vermutung aus, da die Galle 
direkt reagierte, daB in den direkt reagierenden Sera gewisse Stoffe ent- 
halten sein diirften, die sich auch in der Galle fanden. Andere Autoren 
[Feigl und Quarner, Rosenthal und Holzer(1)]dachten beiindirekt reagierenden 
Seren an eine ,,Maskierung“ des Bilirubins durch Bindung an Lipoide 
oder EiweiB. 

Tannhduser (2) vermutete eine wechselnde TeilchengréBe des direkten 
und indirekten Bilirubins, dachte also in dem verschiedenen Lésungs- 
zustande des Bilirubins im Serum die Ursache der indirekten Reaktion 
zu erblicken. Leschke (3) &uBerte sich in einer Aussprache der Berliner 
medizinischen Gesellschaft beziiglich hepatischer und anhepatischer Bildung 
des Bilirubins dahin, daB der Unterschied des direkten und indirekten 
Bilirubins ein kolloid-physikalischer ist, zu dessen Nachweis ihm Ultra- 
filtrationsversuche dienten. Es gelang ihm, nach einer eigenen, néher nicht 
mitgeteilten Methode Ultrafilter von einer relativ hohen Durchlassigkeit 
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rzustellen, welche aus dem Serum das direkt reagierende Bilirubin zum 
'eil durchlieBen, das indirekt reagierende dagegen nicht. Die kiirzlich 
rschienenen und breit angelegten Untersuchungen von Adler und StrauB (4) 
bestatigten die Meinung Hijmans van den Berghs, daB es sich sowohl bei 
mechanischem, wie auch bei dynamischem Ikterus um dasselbe Gallen- 
pigment handelt, und zeigten sogar, daB direkte und indirekte Reaktionen 
im Serum in der Hauptsache nur durch ihr kolloidales Reaktionsmilieu 
yeschieden sind. Das kolloidale Milieu fiihrt je nach der Quantitat seiner 
Bestandteile (Verschiedenartigkeit der Dispersitaét) bald zur direkten, bald 
zur indirekten Reaktion. Nach Piotrowsky (5) ware die Bedingung einer 
direkten Reaktion das freie, an EiweiB nicht gebundene Bilirubin. 

Auf Grund dieser Anschauwungen war der Gedanke naheliegend, 
daB das direkte Bilirubin im Serum in kristalloider Form, wahrend das 
indirekte an die Kolloide gebunden vorhanden ist, folglich voneinander 
durch Ultrafiltration trennbar wdren. 

Um den physikalisch-chemischen Zustand des in den physiologischen 
Fliissigkeiten enthaltenen Bilirubins zu klaren, wurden mit verschiedenen 
bilirubinhaltigen Kérperfliissigkeiten bzw. kiinstlichen Bilirubinlésungen 
Ultrafiltrationsversuche vorgenommen. Die Ultrafiltrationen wurden 
durchweg mit dem Bechholdschen Ultrafilter-Apparat unter Oxygen- 
druck von 4 bis 8 Atmospharen ausgefiihrt. 

Um die Durchlassigkeit der Filter fiir Bilirubin zu priifen, wurde 
eine kiinstliche Bilirubinlésung durch die Filter mit der kleinsten 
PorengéBe filtriert (7'/,°, nach Schleicher & Schill), die sich fiir 
Bilirubin durchlassig zeigten, wenn auch das Filtrat wegen der Durch- 
trinkung des Filters und eventueller rascherer Oxydierbarkeit unter 
héherem Druck nicht vollstandig quantitativ die urspriingliche Bilirubin- 
konzentration aufwies. So erhielten wir zum Beispiel: bei der Filtration 
einer kiinstlichen Bilirubinlésung von 8,67 mg-°,, durch ein Filter von 
4.5, welche wir im weiteren allgemein benutzten, ein Ultrafiltrat von 
7.81 mg-°,. Eine Einkonzentrierung des Filtrationsriickstandes in 
bezug auf Bilirubin konnte nicht beobachtet werden. 

Somit war die kristalloide Natur einer kiinstlich hergestellten 
Bilirubinlésung bewiesen. 

Es wurde stets mit einem von der Firma Theodor Schuchardt in 
Verkehr gebrachten Bilirubin gearbeitet, welches in etwa n/100 NaOH 
gelést und nachher mit destilliertem Wasser weiter verdiinnt wurde. 
Wegen der Zersetzlichkeit wurden die Lésungen stets in der Dunkel- 
kammer frisch hergestellt. 

Sodann konnte zu der Filtration von Seren iibergegangen werden. 
Wir arbeiteten durchweg mit 4,5°%,igen Eisessigkollodiumfiltern der 
Firma Schleicher & Schiill, die alle fiir Eiwei8 undurchlissig waren 
(gepriift mit Sulfosalicylsiure). Die Auswahl dieser Filter schien uns 
deshalb am zweckmaBigsten, weil diese sich bereits an der Grenze der 
Durchlassigkeit fiir EiweiB befanden, da die nachsten Filter der Seric 
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mit etwas gréberer PorengréBe (3°) auch fiir EiweiB durchlassig waren 
Die 1,5°%igen Filter lieBen saimtliche Serumbestandteile quantitatiy 
durch. Samtliche Versuche wurden mehreremal wiederholt, die ganz 
eindeutigen Resultate sind im folgenden wiedergegeben. 

Es wurden dreierlei Sera filtriert: normale Sera, Sera mit erhéhtem 
Bilirubinwert, jedoch mit indirekter Diazoreaktion, und direkt reagie- 
rende ikterische Sera. 

Versuch 1. Normalsera. Das Ultrafiltrat war wasserklar und farblos 
Der Filtrationsriickstand im Verhaltnis zum Ausgangsserum in bezug auf 
Bilirubin deutlich konzentrierter. Die Konzentrierung war in bezug auf die 
Farbentiefe bereits beim einfachen Vergleich ganz offenbar. 

Versuch 2. Indirekt reagierende Sera mit erhéhtem Bilirubinwert: 
Filtrat klar und farblos. Filtrationsriickstand konzentriert. 

Versuch 3. Direkt reagierende Sera: Filtrat klar und farblos, deutliche 
Konzentrierung. 

Wir erhielten zwar beim Gebrauch der etwas gréberen Filter (3°, 
bereits ein gelbes Ultrafiltrat, welches jedoch auch groBe EiweiBmengen 
enthielt. Das Bilirubin der direkten Sera war daher nur mit Eiwei{ 
zusammen filtrierbar und erschien im Ultrafiltrat bei derselben Poren- 
grépe wie das Eiweif. 

Die Resultate der dritten Gruppe widersprachen so der allgemeinen 
auf der Literatur fuBenden Meinung, sowie unserer eigenen Erwartung, 
da sie die Annahme einer einfach kristalloiden Lésungsform sogar des 
direkten Bilirubins unméglich machten. 

Die Erklérung dieses Befundes suchend, wurden Duodenalgalle 
und bilirubinhaltiger Urin ultrafiltriert. 


Versuch 4. Duodenalgalle: Filtrat klar und _farblos. Deutlich« 
Konzentrierung. 

Versuch 5. Bilirubinhaltiger Urin: tiefgelbes Filtrat, deutlicher griiner 
Ring, mit der Jodtinktur Reaktion. Keine Konzentrierung. 

Die Durchsicht dieser Resultate zeigt, daB von unseren Versuchs- 
objekten diejenigen physiologischen Fliissigkeiten, die Eiweif (Sera) 
oder eiweiBartige Substanzen (Duodenalsaft) enthalien, die Filtration 
thres Bilirubingehaltes trotz direkter Diazoreaktion gdnzlich vereiteln 
dagegen der Urin, welcher EiweiB nur in vernachlissigbaren Spuren 
enthalt, sich in bezug auf die Bilirubinreaktion ebenso verhilt wie ein 
kiinstliche Lésung. 

Diese Annahme konnte durch folgenden Versuch bewiesen werden 

Versuch 6. Zu einem direkt reagierenden Serum wurde eine kiinstliche 
Lésung von Bilirubin zugesetzt und so ultrafiltriert. Das Filtrat war wasser 
klar und farblos. 


Versuch 7. Zum Filtrat des Versuches 6 wurde eine kiinstliche Bili- 
rubinlésung zugesetzt und abermals ultrafiltriert. Das Filtrat war tief ge!b. 
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Es wurde hiermit bewiesen, daB durch den Zusatz einer sonst gut 
filtrierbaren Bilirubinlésung zu einem direkt reagierenden Serum die 
Filtration des Bilirubins verhindert wird, also das Serum die Fdhigkeit 
hesitet, auBer des eigenen hohen Bilirubins noch weiteres, kiinstlich zu- 
gesetztes Bilirubin unfiltrierbar zu gestalten. Diese Fdhigkeit geht durch 
| ltrafiltration verloren, ist daher dem Ultrafiltrationsriickstand des Ver- 
suchs Nr. 5 zuzuschreiben. 

So wurden wir zu der Annahme gezwungen, daB die Verhinderung 
der Filtration des sonst gut filtrierbaren Bilirubins dem EiweiBe bzw. 
den eiweiBartigen Substanzen zuzuschreiben ist, was auf folgende 
Weise bewiesen werden konnte: 

Versuch 8. Es wurde aus Eiereiweif mit physiologischer Kochsalzlésung 
eine Lésung hergestellt, deren EiweiBgehalt dem des Serums ungefahr 
entsprach. Zu dieser Lésung wurde eine kiinstliche Bilirubinlésung zugesetzt, 
gut vermischt und ultrafiltriert. Das Filtrat war wasserklar und farblos. 
Konzentrierung deutlich. 

Die filtrationshindernde Wirkung bereits kleiner EiweiBmengen beweist 
Versuch 9. Es wurde ein mit physiologischer Kochsalzlésung auf das 
20fache verdiinntes Meerschweinchenserum zu einer kiinstlichen Bilirubin- 
lésung zugesetzt, vermengt und ultrafiltriert. Das Filtrat war wasserklar 
und farblos. 

Zwecks Entscheidung der Frage, ob die filtrationshemmende Fahigkeit 
nur den eiweiBhaltigen Substanzen oder auch anderen Kolloiden zukommt, 
haben wir im 

Versuch 10 Gummiarabikumlésung — also eine kolloidate Kohle- 
hydratlésung — einer kiinstlichen Bilirubinlésung zugesetzt, vermengt 
und ultrafiltriert. Das Filtrat war wasserklar und farblos. 

Kristalloide Lésungen in der zur physiologisch naheliegend en Kon- 
zentration (Versuch 11) hinderten die Bilirubinfiltration nie. 


Wenn wir unsere Resultate iiberblicken, so ist aus denselben 
folgendes ersichtlich: 

Eine kiinstliche Bilirubinlésung ist eine kristalloide Lésung, die 
durch sémtliche Bechholdsche Ultrafilter filtrierbar ist. Ebenso verhilt 
sich auch der Bilirubin enthaltende Urin. Sera und Duodenalsifte, 
die EiweiB oder eiweiBartige Substanzen enthaiten, hindern die Ultra- 
filtration sowohl eigener, wie zugesetzter kiinstlicher Bilirubinlésungen. 
Diese filtrationshemmende Wirkung filtrierbarer Substanzen muB also 
den unfiltrierbaren EiweiBbestandteilen zugeschrieben werden, da das 
Ultrafiltrat der EiweiB enthaltenden Kérperfliissigkeiten die weitere 
Ultrafiltration zugesetzter kiinstlicher Bilirubinlésung nicht hemmt. 
Die filtrationshemmende Wirkung kommt auch anderen Kolloiden zu, 
ist daher keine spezifische EiweiBwirkung, sondern ein Kolloideffekt. 
Ein weiterer Beweis, daB diese hemmende Wirkung den Kolloiden zu- 
zuschreiben ist, ist auch die Tatsache, daB die Filtrabilitatsgrenze des 
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Bilirubins und Eiweibes — zweier Substanzen mit so verschiedenc: 
TeilchengréBe — zusammenfiallt. 

Auf Grund unserer Versuche kénnen wir daher eine weitere Diff, 
renzierung unserer Versuchsobjekte vornehmen. Die direkt reagierenden 
Fliissigkeiten, so direkte Sera, Duodenalsafte, bilirubinhaltiger Urin 
und kiinstliche Bilirubinlésung, also chemisch — und zwar der Diazw 
reaktion gegeniiber — sich analog verhaltende Bilirubinlésungen kénnen 
phystkalisch weiter differenziert werden, indem direkte Sera und Duodena| 
saft in bezug auf die Filtrierbarkeit von den kiinstlichen Bilirubin. 
lésungen und bilirubinhaltigem Urin abweichen und sich so wie indirekte 
Sera verhalten. Es ist daher das Bilirubin der direkten Sera sowie der 
Duodenalsdfte durch Kolloide gebunden. 


Es wurde im vorangehenden gezeigt, da8 das Bilirubin in den 
kolloidhaltigen Fliissigkeiten seine kristalloide Natur einbiiBt, seine 
Ultrafiltrierbarheit verliert. Als Ursache dieser Veranderung im phy- 
sikalischen Verhalten miisse eine Bindung durch Kolloide angesehen 
werden. Es war nur fraglich, ob es méglich ist, diese Bindung zu lisen 


Adler und StrauB ist es gelungen, durch verschiedene Eingriffe ein 
Beschleunigung der Diazoreaktion und sogar eine Anderung des Reaktions 
typus hervorzurufen. Die deutlichsten Resultate konnten mit Novasurol und 
Coffein erzielt werden. Es handelte sich um physiko-chemische Zustan«- 
iinderungen der Sera, und zwar — wie es aus den Untersuchungen 

lingers (6) hervorgeht — um quellungsherabsetzende bzw. viskositits- 
mindernde Wirkungen, an welche auch die diuretische Wirkung derselben 
gekniipft ist. 


Da durch diese Substanzen, die im kolloidalen Milieu des Serums 
eine physikalisch-chemische Veranderung hervorriefen, gleichzeitig 
eine Veranderung im chemischen Verhalten des Bilirubins dem Diazo- 
reagens gegeniiber erreicht werden konnte, lag der Gedanke nahe, dal 
die tiefgreifende Veranderung im kolloidalen Milieu auch auf die phy- 
sikalische Beschaffenheit des Bilirubins beziiglich der Ultrafiltration 
einen deutlichen Einflu8 ausiiben kénnte. 

Um diese Annahme zu bestatigen, wurden bilirubinhaltige kolloide 
Lésungen mit Zusatz von Coffeinum natriobenzoicum filtriert. 

In allen Fallen wurde eine 20 °,ige wasserige Lésung von Coffeinum 
natriobenzoicum mit der zu untersuchenden Lésung zu gleichen Teilen 
verwendet. 


Versuch 12. Indirekte Sera + Coffein. Das Ultrafiltrat deutlich gelb. 
Versuch 13. Direkte Sera + Coffein. Das Filtrat tief gelb. 
Versuch 14. Duodenalsifte + Coffein. Das Filtrat tief gelb. 
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Versuch 15. Kiinstliche Bilirubinlésung mit EiweiB8 (wie im Versuch 8) 
Coffein. Das Ultrafiltrat deutlich gelb. 

Versuch 16. Kiinstliche Bilirubinlésung + Gummiarabikum + Coffein. 
Das Ultrafiltrat gelb. 

Samtliche kolloidale Lésungen, und zwar sowohl Kérperfliissig- 
keiten (direkte und indirekte Sera, Duodenalsaéfte) wie auch kiinstliche 
Lésungen (kiinstliche Bilirubinlésung mit EiweiB oder mit Gummi- 
arabikum), die die Bilirubinfiltration vollstandig verhinderten, ergaben 
auf Coffeinzusatz ein deutlich gelbes Filtrat, welches eine prompte 
Diazoreaktion zeigte. In keinem Filtrat war EiweiB nachweisbar. 

Das Coffein bewirkt also die Beseitigung der Bindung des Bilirubins 
durch die Kolloide. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurden bilirubinhaltige Koérperfliissigkeiten und kiinstliche 
Bilirubinlésungen ultrafiltriert. Samtliche kolloidhaltige Lésungen 
zeigten eine vollstandige Verhinderung der Filtration des sonst ultra- 
filtrierbaren Bilirubins. 

2. Chemisch — der Diazoreaktion gegeniiber — sich analog ver- 
haltende Bilirubinlésungen kénnen physikalisch weiter differenziert 
werden, indem direkt reagierende Sera und Duodenalsifte die Ultra- 
filtration ihres sowie eines zugesetzten Bilirubins verhindern, wahrend 


bilirubinhaltiger Urin und nicht kolloidhaltige kiinstliche Bilirubin- 
lisungen filtrierbar sind. 
3. Die Verhinderung der Ultrafiltration ist den Kolloiden zu- 


zuschreiben. 
4. Die Bindung des Bilirubins durch Kolloide kann durch Coffein 


behoben werden. 
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Uber die Zersetzlichkeit von Bilirubinlésungen, 
zugleich ein Beitrag zum Bilirubinnachweis im Urin. 


Von 


R. Sivé6 und E. Forrai. 


(Mitteilung aus der III. medizinischen Klinik der k. u. P&zmény-Péter- 


Universitat der Wissenschaften in Budapest.) 


(Eingegangen am 28, Juli 1927.) 


Neben der Gelbfarbung der Haut und Schleimhaute ist die Bili- 
rubinurie eines der augenfalligsten Symptome des Ikterus. Bekanntlich 
erscheint bei einer Hyperbilirubinimie mit direkter Diazoreaktion 
oberhalb des Nierenschwellenwertes von etwa 4 mg-°%, das Bilirubin 
im Urin. Bei beginnender Gelbsucht kann dieser Schwellenwert bereits 
iiberschritten sein und das Bilirubin im Urin erscheinen, lange bevor 
die Haut und Skleren eine Spur von Ikterus erkennen lassen. Fiir das 
Sichtbarwerden des Ikterus der Haut spielt wahrscheinlich neben der 
Konzentration des Bilirubins im Blute auch die spezifische Durch- 
lassigkeit der GefaiBendothelien eine Rolle. Andererseits kann bei 
abklingendem Ikterus trotz Abfall des Blutbilirubins unter den ge- 
nannten Schwellenwert und fehlenden Harnbilirubins die Hautfarbung 
noch vorhanden sein, da die Gewebe den Farbstoff relativ lange fest- 
halten [Schiirer (1)]. Die Hautverfirbung ist daher kein MaB der 
Hyperbilirubinamie, dagegen kann die Bilirubinurie in der Nahe des 
Schwellenwertes wichtige Schliisse auf Art und Grad der Hyperbilirubin- 
amie ergeben, ohne die umstandlichere Methode der Blutuntersuchung 
heranziehen zu miissen. Der zweifellose Nachweis des Bilirubins im 
Urin hat naturgema&B seine besondere Wichtigkeit in der Nahe des 
Schwellenwertes, wo der Urin die augenfalligen Eigenschaften des 
schwer ikterischen Urins (malzbierartige Farbe, gelber Schiittelschaum ) 
noch nicht zeigt. 
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Die allgemein angewandte, auch von uns gebrauchte und der 
Gmelinschen Probe an Empfindlichkeit tiberlegene Trousseau-Dumont- 
pellier-Rosinsche Reaktion besteht im Uberschichten des Harns mit 
whnfach verdiinnter Jodtinktur, Auftreten eines griinen Ringes an 
der Bertihrungsstelle. Obwohl die Reaktion an Empfindlichkeit 
nichts zu wiinschen tibrig 14Bt, fiel uns eine sich éfters wiederholende 
Inkongruenz zwischen den Resultaten der Serumbilirubin- und Urin- 
untersuchungen auf. Von derselben Erfahrung berichtet Meulengracht (2), 
der bei leichtem, manchmal sogar bei deutlichem Ikterus im Urin eine 
negative oder héchst zweifelhafte Bilu ubinreaktion erhielt, trotz ziemlich 
dunkler Urinverfirbung. Diese Inkongruenz fiihrte uns zur Uber- 
prifung der Reaktion. Bei Arbeiten mit kiinstlichen Bilirubinlésungen 
zeigte sich eine auffallend rasche Zersetzlichkeit, es lag daher nahe, 
den Grund der obigen Inkongruenz in der eventuellen Dekomposition 
zu suchen. Es wurde bilirubinhaltiger Urin unter verschiedenen Ver- 
haltnissen untersucht. 

Versuch 1. a) Malzbierfarbiger, tiefikterischer Urin im Finstern auf- 
bewahrt, zeigt nach 24 Stunden eine positive, nach 48 Stunden dagegen 
eine negative Jodreaktion. Die Verfarbung des Urins ist nach 48 Stunden 
deutlich griin, ein Beweis der stattgefundenen Zersetzung. 

b) Derselbe Urin im Schatten aufbewahrt zeigt bereits nach 3 Stunden 
einen griinen Einschlag, Jodreaktion jedoch noch positiv. Nach 24 Stunden 
zweifelhafte Reaktion, in 48 Stunden negative Reaktion, griine Verfarbung. 

c) Derselbe Urin dem Sonnenlicht ausgesetzt zeigt in 1 Stunde 
15 Minuten bereits griine Verfarbung und negative Jodreaktion, also voll- 
standige Zersetzung. 


Versuch 2. a) Urin von einem leichten Ikterusfall — Serumbilirubin 
in der N&éhe des Schwellenwertes (5,11 mg-°4) — im frischen Zustande 


deutliche Jodreaktion, im Finstern aufbewahrt nach 24 Stunden negative 
eaktion. 


b) Derselbe Urin im Schatten aufbewahrt in 3 Stunden — negative 
Jodreaktion — vollstaéndige Zersetzung. 

c) Derselbe Urin dem Sonnenlicht ausgesetzt — nach 1 Stunde negative 
Jodreaktion — vollstaéndige Zersetzung. 


Um die eventuelle Rolle der Alkalitat und Aciditat bei der Zersetzung 
festzustellen, wurde in dem 

Versuch 3a Urin I mit der gleichen Menge n/100 H, SO, und im 

Versuch 3b Urin I mit der gleichen Menge n/100 NaOH verdiinnt 
und stehengelassen. Eine deutliche Anderung in der Schnelligkeit der 
Zersetzung konnte nicht nachgewiesen werden. 


Es zeigte sich also, da8 das Bilirubin eines grobikterischen Urins 
in der Finsternis und im Schatten in 48 Stunden, im Sonnenlicht bereits 
in 1 Stunde 15 Minuten vollstandig zersetzt ist, jedoch das Bilirwhin 
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eines Urins mit geringem Bilirubingehalt im Schatten bereits nach 3 Stunde i, 
im Sonnenlichte schon nach einer Stunde der Zersetzung zum Opfer fillt. 
Diese Befunde bestatigten die Annahme, da8 die Inkongruenz der 
Serum- und Urinuntersuchungen mit der Zersetzung des Bilirubins 
erklarlich ist. Es ist also angezeigt, um zweifellose Resultate zu erhalten, den 
Bilirubinnachweis stets im frischen Urin anzustellen. 


Der raschen Dekomposition der kiinstlichen Bilirubinlésungen 
sowie bilirubinhaltiger Urine steht die ziemliche Haltbarkeit des 
Bilirubins in Seren gegeniiber. Lepehne (3) veréffentlicht in ikterischen 
Seren von Tag zu Tag durehgefiihrte quantitative Bestimmungen, 
nach welchen er in zwei bis fiinf Tagen einen Bilirubinverlust von 20 
bis 50°%, fand. Die mehrtagige Haltbarkeit, der 1 ),stiindigen Dekom- 
position gegeniibergestellt, deutet auf eine Ursache, die in der Ver- 
schiedenheit des Milieus zu suchen ist. Die wichtigste Differenz schien 
uns in der kolloiden Natur der haltbaren gegeniiber der kristalloiden 
Natur der zersetzlichen Lésungen gegeben zu sein. Um die Kolloid- 
wirkung auf die Zersetzlichkeit nachzupriifen, wurde im 

Versuch 4 das Ultrafiltrat eines Serums zu gleichen Teilen mit einer 
kiinstlichen Bilirubinlésung vermengt und stehengelassen. Nach 12 Stunden 
vollstandige Zersetzung, griine Verfarbung, negative Diazoreaktion. 

Das Ultrafiltrat eines Serums besitzt daher nicht mehr die Fiahigkeit, 
die Zersetzung des Bilirubins zu verhincern. 

Versuch 5. Eine kiinstliche Bilirnbinlésung mit EiweiB vermengt, 
und zwar in verschiedenen Quantitaten von 20:1 bis 1:1 und stehen 
gelassen. Die als Kontrolle dienende reine Bilirubinlésung war in 24 Stunden 
quantitativ zersetzt, waihrend die eiweiBhaltigen Lésungen noch nach 
48 Stunden deutliche Jodreaktion zeigten. 

Im Versuch 6 wurde Versuch 5 mit bilirubinhaltigem, stark ikterischem 
Urin wiederholt. Nach 24 Stunden Jodreaktion iiberall, jedoch eine griin 
Verfarbung des als Kontrolle dienenden Urins. Nach 48 Stunden ist der 
Kontrollurin griin, Jodreaktion negativ, die eiweiBhaltigen Urine goldgelh. 
Jodreaktion iiberall positiv. 

Es zeigte sich also, daB schon ziemlich kleine EiweiBmengen im- 
stande sind, die Zersetzung des Bilirubins so in kiinstlichen Lésungen 
wie auch im Urin zu verhindern. 

Die im vorangehenden veréffentlichten Versuche iiber die Ultra 
filtrierbarkeit kiinstlicher und physiologischer Bilirubinlésungen zeigen 
eine vollkommene Ubereinstimmung mit der Zersetzlichkeit derselben 
indem die Gruppe der ultrafiltrierbaren Bilirubinlésungen (kiinstliche 
Lésung, Urin) eine rasche Zersetzlichkeit, waihrend nicht ultrafiltrierbare 
Bilirubinlésungen (normale Sera, indirekte und direkte hyperbilirubin- 
amische Sera) eine bei weitem langere Haltbarkeit zeigen. Dieselben 
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puysikalischen Faktoren, welche die Ultrafiltrierbarkeit des Bilirubins 
verhindern — Bindung durch Kolloide —, schiitzen dasselbe vor der 
Zersetzung. 
Zusammenfassung. 

1. Bilirubinnachweis im Urin ist wegen Zersetzlichkeit des Bilirubins 
stets frisch vorzunehmen. 

2. Die Bindung durch Kolloide verlaingert die Haltbarkeit der 
Bilirubinlésungen. 


Literatur. 
1) Schiirer, Deutsch. med. Wochenschr. 1922, 8. 593. 2) Meulengracht, 
Deutsch. Arch. f. klin. Med. 182, 286, 1920. - 3) Lepehne, ebendaselbst 


132, 96, 1920. 














Uber die Wirkung 

der durchdringenden Radiumstrahlung auf Pseudoglobualin. 
Von 
A. Fernau (Wien 

Aus der Radiumstation der Universitaétsklinik fiir Dermatologie w 

Syphilidologie in Wien. 

(Eingegangen am 29. Juli 1927 

In einer Reihe von Arbeiten wurde von Pauls und Fernau' iiber 
die Wirkung der duwehdringenden Radiumstrahlung auf Serum- und 
Ovalbumin berichtet Es konnten schon nach siebenstiindiger BP 
strahhng Zustandsanderungen des Serumalbumins in der augen 
scheinlich noch unverdnderten, klaren Lésung an der Erniedrigung 


der Gertnnungstemperatur und Erhéhung der Alkoholfallbarkeit 
festgestellt werden, wahrend eine Triibung erst nach mehreren Tagen ) 


sichtbar war. Nach mehrwéchentlicher Bestrahlung war das Serum- ) 
albumin vollstandig aurgeflockt. Salzzusatz verlangert die zur Floekung 
nétige Bestrahlungsdauer, himreichender Salzzusatz verhindert clieselbe 
volistandig. Ovalbumin ze'gte sich ebenso empfindlich gegen Strahlen 
doch war kein Strahlenschutz durch Salz feststellbar. die zur b 
ginnenden Flockung nétige Bestrahlungsdauer war in der salzfreien 
und 0.5 n Salz enthaltenden Fhissigkeit die gleiche 

Diese Verschiedenheit im Verhalten von Serum- und Ovalbun 
gub Veranlassung, auch das Pseudogiobulin auf seine Veranderung 
durch §-Strahlung zu untersuchen 

Die nach mehrwéchentlicher, gewébniicher Vordialyse im Pa 


schen Elektiodialysator von Salzen voilkommen befreite Psevs 
globuliniisung hatte eine Konzentration von 3.15°,,. 2 cem der Lésung 


wurden in eimen etwa 6 ccm fassenden Glaszviinder gebracht und 
70 mg Radiumelement im Form von [80 mg Radiumbartumearbon 
enthaltende Glas:éhrehen von 0.3 mm Wandstarke in die Fliissigk 
eingesenkt, um eme mdglichst intensive $-Strahlung eimwirken 
lassen. Zwm Schutze gegen Bakterien- und Pilzwuchs und dadw 


Fernau und Pauli, diese Zeitschr. 70, 426, 1915: Kollowzeitsch: 


LVIL7: BO. 1922: Ferman, dese Zeitsehr. 167. 380. 1926. 
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rursachtes Alkalischwerden der Lésung war eine etwa 5mm hohe 
foluoldecke aufgeschichtet. 
Es sei auch an dieser Stelle die Beobachtung wiederholt, daB die 
» Strahlung als soleche kaum eine Wirkung auf Eiweif auslést, sondern 
nur primare oder von der y-Strahlung im durchstrahlten Medium 
hervorgerufene sekundire £-Strahlung. 


In folgender Tabelle sind die Resultate zusammengestellt 





Pseudoglobulin, Leitfihigkeit k = 8,107 
; Bestrahlungsdauer 
Konzentration KCl bis zur beyginnenden 
rrubung 
1.0 5 Tage 
1.58 DD! 3 a 
3.16 . « 
3.16 0,05 n - « 
3.16 0.10n . « 
3,16 0,50 n > 
6,32 eS 


Wird die Lésung nach der beginnenden Flockung weiter bestrahlt, 
so tritt zunachst die Triibung in dem Teile der Fliissigkeit, welcher 
das das Radiumsalz enthaltende Réhrchen umgibt, deutlicher hervor ; 
das Pseudoglobulin setzt sich allmahlich schwerpulvrig ab und die 
iiberstehende Fliissigkeit ist fast klar. Nach etwa 3 Wochen war das 
Pseudoglobulin bis auf 0,1°, ausgefalit. An der AuBenwand des 
Radiumréhrehens, im Bereich intensivster Einstrahlung, hatte sich 
eine glashelle, gelbliche, gelatinése Masse angelagert, welche in Wasser 
unléslich, hingegen in 0,01 n Lauge léslich war. Der durch Bestrahlung 
verursachte Denaturierungsvorgang war auch, wie es bei Serum- und 
Eialbumin der Fal] ist, in der noch anscheinend klaren Lésung an 
der Erniedrigung der Gerinnungstemperatur nachweisbar. Nach vier- 
tigiger Bestrahlung war die Gerinnungstemperatur einer 1,58- bzw. 
3,16°%igen Pseudoglobulinlésung von urspriinglich 61.5°C auf 57°C 
erniedrigt . 

Eine Erhéhung der Leitfahigkeit als Folge der Bestrahhung war 
nicht mit Sicherheit feststellbar. Die Leitfahigkeit der 8 Monate in 
einem Jenakolben unter Toluol gehaltenen Vorratslésung war spontan 
von 8 .10~-* auf 10~* angestiegen. Die Lésung war offenbar durch 
Auslaugen von Glassubstanz und trotz Toluolschutzes alkalisch ge- 
worden. 

Es wurde auch die 4°,ige, der gewéhnlichen Dialyse unterworfene 


Pseudoglobulinlésung, von welcher ein Teil vor 8 Monaten zur voll- 
stindigen Befreiung von Elektrolyten der Elektrodialyse unterworfen 
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worden war, der Einwirkung von #-Strahlung ausgesetzt. Die Leit. 
fahigkeit dieser Vorratslésung war in 8 Monaten von 7 . 10~5 auf 6 . 10~* 
gestiegen, die Gerinnungstemperatur mit 61,5°C gleich geblieben 
Beginnende Triibung trat nach achttagiger Bestrahlung ein. Nac} 
viertagiger Bestrahlungsdauer war Triibung schon beim Erhitzen ai 
57°C zu beobachten. Wurde die Bestrahlung fortgesetzt, so erwies 
sich das Filtrat nach etwa 26 Tagen als fast frei von Pseudoglobwin 





Konseatration Bestrahlungsdauer 


KCl bis zur beginnenden 

Triibung 

l 8 Tage 

2 gs . 

4 as: 

4 0,05 o _ 

4 010 n ets 

4 0.50 n = 


Im allgemeinen verhielt sich diese der gewéhnlichen Dialyse unter- 
zogene Pseudoglobulinlésung der durch die Elektrodialyse vollkommen 
salzfreien ahnlich. Die zw beginnenden Flockung nétige Bestrahhings- 
dauer war nicht nw vom Salzzusatz, sondern anscheinend auch von 
der Konzentration der Lésung beeinfluBt. 

Die Frage der Abhangigkeit der zur beginnenden augenscheinlichen 
Ausflockung nétigen Bestrahhingsdauer von der Konzentration der 
EiweiSlésung ist noch nicht zuverlissig geklirt und Gegenstand einer 
eigenen gegenwartig laufenden Untersuchung. Es hat sich némlich 
herausgestellt, daB offenbar durch Mikroorganismen hervorgerufenes 
Alkalischwerden der Pseudoglobulinlésung (Abbau unter Abspaltung 
von Ammoniakspuren) die Flockung verzégern oder ganz verhindern 
kann. Die Gefahr der Einwanderung von Mikroorganismen ist beim 
Verdiinnen der Stammlésung immer vorhanden, weshalb die Be 
strahlungsversuche bei einer Temperatur unter 5° C durchzufiihren sind. 

Zur Beobachtung des Verlaufs der Denaturierung wurde wie bei 
Serum- und Eialbumin die Bestimmung der Gerinnungstemperat ur 
herangezogen. Pseudoglobulin gestattet jedoch keine so scharfe Be- 
stimmung desselben. Der Verlauf des Denaturierungsvorganges, das 
erste Auftreten von denaturierten Teilchen, ist durch ultramikro- 
skopische Beobachtung' scharfer feststellbar als durch die augen- 
scheinliche Beobachtung einer Triibung. Versuche, den zeitlichen 
Verlauf der Denaturierung durch f-Strahling mittels des Ultramikro- 
skops zu verfolgen, sind im Gange und werden demnachst veréffentlicht 


1 Nakashima, Strahlentherapie 24, 1926. 
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et ee 
aul Uber den Stoffwechsel 
vies der Leber in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung. 
lin Von 
Chichio Tamiya. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. 
(Eingeqangen am 29. Juli 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
Die Frage, wie sich der Stoffwechsel differenzierter Kérpergewebe 
im Laufe ihrer Entwicklung andert, ist bisher nicht niher untersucht 
’ worden. Ich habe mich auf Vorschlag von Herrn Warburg mit dieser 
aa Frage beschaftigt und als Versuchsobjekt Hiihnerleber gewahlt, weil 
; embryonale Leber von Hiihnern leicht zu beschaffen ist. 
a Die geeignetsten Stadien erhilt man von Hiihnerembryonen des 
fiinften bis achten Bebriitungstages. Das Gewicht der Lebern betragt 
in dieser Zeit 0,05 bis 2 mg (tiocken), ist also so klein, daB die ganzen : 
- Organe zur Stoffwechselmessung verwendet werden kénnen. In spateren 
Stadien miissen die Organe fiir die Stoffwechselmessung in Schnitte 
o zerlegt werden. Wegen der weichen Konsistenz der embryonalen 
he leber ist dies im Embryonalzustand schwer, wahrend Leber von er- 
- wachsenen Hiihner n ohne Schwierigkeit diinn geschnitten werden kann. 
sha | Ich habe mich unter diesen Umstinden auf die Zeit des fiinften 
i bis achten Bebriitungstages beschrinkt, eine Zeit, in der die Leber 
. sehr stark wachst und ihr Gewicht verzwanzigfacht. Zum Vergleich 
4 habe ich Leber von erwachsenen, etwa | Jahr alten Hiihnern benutzt. 
” Die Ergebnisse sind in Tabelle I und Abbildung 1 zusammen- 
ur gestellt und beziehen sich samtlich auf den Stoffwechsel in Hiihner- 
_ serum (nicht in Ringerlésung). Wie man aus der Tabelle sieht, andert 
as 20¢ Sa ter tt koe To oEe ES) MLA betes La 
0 2. \ 
15 
n- 
n 70 
Oo 20 eee eee 
§ ; 
T 
en OER S| iiiiiiiit) & 
QI 02 03 04 Q5 06 Q708 09 10 17 22 13 14 15 16 17 18 19 20 27 22 23 7900-8800 
Trockengewicht emer Leber {mgr} (Erwachsen) 
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Tabelle I. Stoffwechsel von Hiihnerlebern in Hiihnerserum. 38° 
I Il Ill IV 
Bebrutungs: | Trockengewicht 
tag einer Leber Qo, QO; QY | 
5. 0.048 19.0 
D5. 0.087 + 16,7 
5. 0,093 + 15,2 
5, 0,103 + 12,1 
D. 0,128 + 12.0 
5 O131 15,4 13 + 10,7 20,1 
5 0,260 - 10.0 
6. 0,263 12.6 
6. 0.398 10,1 
6 0.597 + 8,7 
6. 0.533 R.5 
6. 0.540 S58 
7. 0.545 8.4 
6. 0.547 9.4 
6. 0.580 13.7 0 t+ 8.0 19.4 
7. 0,720 + 86 
s 0.755 + 91 
7. 0.780 t FO 
y 0.840 + 79 
zi; 0,960 12.1 0 8.0 16,2 
6. 0,960 &.0 
8. 0,980 9.7 
7. 1,030 6.6 
8. 1,060 9.9 
8. 1.090 8.7 
8. 1.100 7,2 
&. 1.490 i 68 
if 1,770 4 623 
&. 2,259 + 5.7 
790 14.4 0 + 21 26,7 
rE: 7950 +27 
Z s » + 31 + 2.8 
253 ‘ 
es + 3.4) 7: 
> 8800 — 14.6 0 ~ + 34 25,5 
oo 


sich die Atmung (Q,,) im Laufe der Entwickhing nur unwesentlic! 
Die anaerobe Glykolyse (Q¥*) jedoch ist am Anfang der Entwicklung 
gréBer als im erwachsenen Zustande, nimlich, wenn man Anfangs- 


und Endzustand vergleicht, fiinf- bis siebenmal gréBer. 


Immer war die doppelte Atmung gréBer als die anaerobe Glykolyse, 
der GérungsiiberschuB! 


also negativ. 


1 O. Warburg, Uber die Klassifizierung der Gewebe nach ihrem Stoft- 
wechsel, diese Zeitschr. 184, 484, 1927. 


U = Q¥ —|2 Qo, 
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Versuchsanordnung. 

Das Milieu, in dem der Stoffwechsel gemessen wurde, war frisches 
Hiihnerserum, das durch Zentrifugieren des spontan geronnenen Blutes 
gewonnen war. Es enthielt in 100 cem 200 bis 250 mg Glucose. 

Die Stoffwechselmessungen wwden nach den Vorschriften aus- 
gefiihrt, die Warburg' fiir Serum angegeben hat. 

Die Messungen begannen 15 Minuten nach dem Einhangen der 
GefiBe in den Thermostaten. Im allgemeinen wurde nur die anaerobe 
Glykolyse gemessen, in 5%, Kohlensdure, 95°, Stickstoff (iiber 
Kupfer gegliiht). 

Sollte auch die Atmung gemessen werden, so wurde dasselbe 
Giewebestiick hintereinander unter aeroben Bedingungen (5°, Kohlen- 
saure, 95°, Sauerstoff) bei variiertem Serumvolumen und dann unter 
anaeroben Bedingungen untersucht. 


Priparierung der embryonalen Leber. 


Man prapariert in Hiihnerserum, das mit 5°%,iger Kohlenséure ge- 
sittigt ist, bringt den Embryo in das Serum, entfernt die Fruchthiille, 
schneidet den Kopfteil ab, halt den Rumpf in Riickenlage, faBt das Herz 
mit einer Pinzette und klappt es kranialwarts um. Dann sieht man die 
Leber neben dem weiBen Magen und Duodenum liegen, als gelbgefarbtes, 
mehr oder weniger mit BlutgeféiBen versorgtes Organ. Am fiinften Be- 
briitungstage ist die Leber ein kleines Kérnchen, eine Differenzierung in 
Lappen ist erst vom sechsten Bebriitungstage an erkennbar. 


Protokolle. , ' 
Protokoll 1. Anaerobe Glykolyse Oy der embryonalen Leber am fiinften 
Bebriitungstage in frischem Hiihnerserum (5°, CO, in N,, 37,5°C). 





Gasvolumina v, - com 3,76 3,99 3,62 
Serumvolumina vp ecm 0,5 0.5 0.5 
. er 0,358 0,378 0,346 
(4 tee No 0,194 0,192 0,190 
JS p/m 
| i 0,455 0,474 0,441 
Zahl d. Lebern pro GetaB 5 3 6 
Gesamttrockengewicht 

der Lebern .. . mg 0,240 0,28 0,62 
Trockengewicht einer 

Leber 2 ee es mg 0,048 0,093 0,103 
Druckanderung mm mm mm 

ere + 2,0) oe 1,5) + 3,5) 

5 Jae ; + 205 + 5.0 + 153+ 45 +20) +85 

a ee + 1.0] + Ll + 3.0 
a are + 19.0 + 152 + 12,1 


! O. Warburg, Manometrische Messung des Zellstoffwechsels im Serum, 
diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 189. 12 
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Protokoll 2. 





Anaerobe Glykolyse Oy der erwachsenen Leber in frischem Hiihnerserw \ 
(5%, CO, in N,, bei 37,5°C). 
Huhn | Huhn Il Huhn III 
Gasvolumina Vq@ + oom 3,70 3,76 3,76 
Serumvolumina vpecm 0.5 0.5 0,5 
KRinger eee ee 0,353 0,358 0,358 
ye 
Ee - } ptawe a 0,080 0,167 0,148 
Jp VU 
aa 0,393 0,442 0,432 
Schnittgewicht. . . mg 2,45 7,42 4,36 
Trockengewicht einer 
ganzen Leber . . mg 7900 79590 8000 
mm mm mm 
Druckanderung 1 = 10’ + 2,5 __ in ld’ + 13,0). 99 gin 10’ + (0) 
, 10°+ 2.05465 .15' + 10,0] — |)  10°+ 6.05419 
, 10’ + 2,0 . 10°'+60 
ee sas +21 + 2,7 +34 
Dri 


Protokoll 3. 
Atmung und Glykolyse der embryonalen Leber (fiinfter Bebriitungstag) 
in frischem Hiihnerserum. Bg = 585, 37,5°C, Trockengewicht 1,05 mg 
(8 Lebern). 





tp = 1,5 com ve = 2,70 ecm Up = 0,5 ccm tg = 3,70 com 
(5°95 COg in Og) [5% CO, in N,] 
Ko. = 0,242 ; 
Og ’ ed = 0,353 
KBinger — 9319 V2 
CO, ' Serum 
(du ky = 0,430 
(> ) = 0,0854 fir ¢p ~ 76mm = 
pe 
‘Serum 5 
“ == 0,447 . 
Keo, ______|_ Druckanderung mm 
Druckanderung H mm re 
im iW ..... 4&5 — = ‘ + 4.5 
e ae ee 4.5 _ ae ee 
Up = 0,5 ccm vg = 3,70 ccm 
(5 Jo COg in O,) 
ko, = 0,327 Qo, = — 14 
Ringe Oo l _7 
kooe”” = 0.353 Q.* + 16,7 
Keo. == O36 Q\7 + 1,3 
Neo + 10,7 
Druckinderung A mm ey 10,¢ 
in 1)’ <3 a 1,0) U — 20.1 
ge 0,5 
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\;mung und Glykolyse der erwachsenen Leber in frischerm Hiihnerserum. 


By — 642, 37.5°C, Trockengewicht des Lebergewebes 


2.45 meg. 





= } 1,5 com v; 2,70 com 
(5 COz, in O,) 
k,, 0,242 
KRine: r 0.310 
Ju) - 
} 0,048 fir sp ~ 71 mm 
Sp f 
-Serum 
k; O 0,391 
ikanderung H mm 
in 16 12.0 
TD : : 12.0 
tp = 0.5 ccm v; 3.70 com 
he) CQ, in Op») 
ke = 0,327 
Ringer 
k, Os 0,353 
| a . 0,377 
Druckanderung h mm 
in 1t? i. 5.5 
10’ = 5.0 





vy = 0.5 com = 


5%), CO. 


Ringer — 0.353 


tw 


peecum 0,393 


COs 


Druckanderung 


in 10 
oe 
— 


U 26.7 


3,70 com 


in N,] 





Zur Kenntnis des D-Vitasterins. 


I. Mitteilung: 
Uber die Aktivierbarkeit des Cholesterins. 


Von 


A. Jendrassik und A. G. Keményffi. 


(Aus der Zentral-Untersuchungsstation des Kénigl. Ung. Ministeriums fiir 
Arbeitswesen und Volkswohlfahrt.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1927.) 


Es ist aus der Literatur bekannt, daB bestrahltes Cholesterin einen 
hohen Grad von Aktivitat zeigt, man konnte aber eine auBere Ver- 
anderung des Stoffes nicht wahrnehmen. Zwar konnte eine Erniedrigung 
des Schmelzpunktes beobachtet werden, und Bewmer (1) fand, da 
das bestrahlte Cholesterin durch Digitonin nicht quantitativ fallbar 
ist, doch schien das Cholesterin nach der Bestrahlung in seiner Haupt- 
masse unverandert. 

Nun konnte angenommen werden, daB die aktive Substanz nw 
einen geringen Teil des bestrahlten Cholesterins darstellt und da 
Versuche, die Trennung dieser aktiven Substanz von der Haupt- 
masse des Cholesterins zu erzwingen, gelingen miiBten. 


Hess (2) fand — in Tierversuchen den durch Digitonin unfallbaren 
Anteil des bestrahlten Cholesterins inaktiv. Rosenheim und Webster (3 
konnten aber ein hochwirksames Produkt mit dieser Methode erzielen, 
wenn die Bestrahlung in Stickstoffatmosphare ausgefiihrt wurde. 

Die letztgenannten Forscher versuchten, die Trennung auch auf rein 
physikalischem Wege zu erreichen, und zwar durch kombinierte fraktionierte 
Kristallisation des bestrahlten Cholesterins aus Petrolather und aus Alkoho!l. 
Sie konnten aber nur in dem Falle eine teilweise Heilung erzielen, wenn 
die Bestrahlung des Cholesterins in Stickstoffatmosphare ausgefiihrt worden 
war. Da durch die. Versuche von Rosenheim und Webster die Méglichkeit 
der Fraktionierung des bestrahlten Cholesterins nicht vollstandig klar 
gestellt wurde, und da die kombinierte Verwendung von zwei verschiedene! 
Lésungsmitteln den Uberblick verwirrten und die Verhaltnisse kon 
plizierten, haben wir in unseren Untersuchungen die Fraktionierung auts 
neue versucht. 

J.C. Drumond verwendete mit Erfolg bei der Trennung der aktive: 
Substanz vom Cholesterin im unverseifbaren Anteil des Dorschlebertrano's 
die Fraktionierung mittels Methylalkohol. 
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So lag der Gedanke nahe, bei unseren Untersuchungen auch Met hyl- 
alkohol zu verwenden. Da aber die Léslichkeitsverhaltnisse des Chol- 
esterins beim Athylalkohol fiir unsere Zwecke noch giinstiger erschienen, 
so wahlten wir fiir unsere Versuche Athylalkohol als Lésungsmittel. 
Tatsachlich ist es uns gelungen, in Luftatmosphare bestrahlites Chol- 
esterin durch Fraktionierung mittels Athylalkohol in zwei Teile zu 
scheiden und aus der Mutterlauge einen gelblichen, schwach aromatisch 
riechenden Anteil abzusondern, welcher etwa 20°, des angewendeten 
Cholesterins ausmachte und sich in Tierversuchen gegeniiber dem 
Ausgangsmaterial durch dreifache Wirksamkeit auszeichnete. 

Inzwischen erschien die bedeutende Arbeit A. Windaus’ (4) und 
seiner Mitarbeiter, in welcher dargelegt wude, daB das Ergosterin 
dem Cholesterin gegeniiber eine vielfache Aktivierbarkeit aufweist, 
und sie gelangten unter anderem zu der Folgerung: daB chemisch ganz 
reines Cholesterin nicht mehr aktivierbar sei, sondern die Aktivierbarkeit 
des gewéhnlichen Cholesterins immer nur durch Ergosterin-Ver- 
unreinigungen verursacht wurde. 

Windaus’ Argumente, die sich auf die letztere Behauptung beziehen, 
erschienen uns nicht ganz belegt und wir glaubten in unserem oben- 
genannten Fraktionierungsverfahren eine Methode zu besitzen, mit 
der wir die Richtigkeit der Behauptungen Windaus’ bestatigen wollten. 
Zu dem Zweck haben wir folgende Versuche ausgefiihrt : 

Zuerst wollten wir durch eigene Untersuchungen die Aktivierbarkeit 
des Cholesterins priifen, und so haben wir gewéhnliches Handelscholesterin 
A. F. Kahlbaum) fiinfmal aus 96°,igem Alkohol umkristallisiert und aus 
einer Entfernung von 35 cm mit einer Hanauer Quarzlampe von 3000 Kerzen 
| Stunde lang bestrahlt. Das Cholesterin wurde in einer so diinnen Schicht 
ausgebreitet, daB auf jeden Quadratzentimeter bestrahlter Oberfliche 
0,01 ¢ Cholesterin kam. 

Dieses so bestrahlte Cholesterin wurde nach dem Mac Collumschen 
sogenannten ,,line test‘ im Tierversuch gepriift, bei dem wir uns folgender 
Arbeitsmethode bedienten: 27 bis 51 g wiegende junge weibe Ratten hielten 
wir auf einer Rachitis erzeugenden Grunddiat, welche die untenstehende 
Zusammensetzung hatte: 

33 Teile Weizen, 
33 =~, Gelber Mais, 

15 ,, Weizenkleber, 

5 ,,  Gelatine (Merck), 

10 = ,, Reismehl (von geschiltem Reis), 
1 Teil NaCl, 

3 Teile CaCQ,. 


Diese Grunddiat ist &4ahnlich der Diaét Nr. 3143 von Mac Collum, unter- 
scheidet sich aber von letzterer dadurch, daB sie statt 15 Teile Gelatine 
10Teile geschalten Reismehls und nur 5 Teile Gelatine enthalt; dies ist nach 
Dr. Bosdnyis und unseren Beobachtungen zur sicheren und zeitlich genauen 
Erzeugung von Rachitis bei weiBen Ratten giinstiger (was wahrscheinlich 
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auf den niedrigeren Phosphorgehalt dieser Diaét zuriickzufiihren ist). N 
Verlaut von 4 Wochen, als die Rachitis der Tiere schon durch &ubere Ke 
zeichen wahrnehmbar war, setzten wir zu der obengenannten Grund: 
den zu untersuchenden Stoff zu und verabreichten den Ratten = d 
Mischung eine Woche lang. 

Selbstverstandlich haben wir auch Kontrolltiere verwendet, wel 
auch wahrend der fiinften Woche nur die Grunddiat bekommen hal 
Nach Verlauf der fiinften Woche wurden samtliche Tiere getétet, 








Femur auspraéapariert und der Schnitt der Mac Collumschen Vorsehrit: 


gemaB in Silbernitratlésung mit einem binokularen Mikroskop untersu 

Um die Wirkungsfahigkeit des bestrahlten Cholesterins mit dem 
Ol. jecoris aselli zu vergleichen, haben wir auch mit Dorschlebertra: 
Versuche angestellt. Die Resultate beider Versuche sind aus der erst 
Tabelle ersichtlich. 

Nachdem die Aktivierbarkeit des uns zur Verfiigung stehenden C} 
esterins festgestellt war, wendeten wir uns zur Fraktionierung des 
esterins. Wir haben Handelscholesterin unter den obengenannten Versuc! 
bedingungen umkristallisiert und bestrahlt, dann die bestrahlte Substa 


in 16 Gewichtsteilen auf 70° erwairmten Alkohol gelést und, nachdes 


die Lésung sich auf 20° abgekiihlt hatte, die Mutterlauge von den aus 
geschiedenen Kristallen getrennt. Nachdem die Mutterlauge von de 


Kristallen (Praparat Nr. 3) véllig abgenutscht war, wurde sie im Vakuu 


eingedampft (Praparat Nr. 2). 


Die so gewonnenen Praparate wurden im Tierversuch gepriift und di 


Versuchsresultate sind in Tabelle I wiedergegeben. 





Tabelle 

E:$ > » Bis § 

3.85 Zusatz zurGrund S25 6.5 5.5 
Nr. 37% nahrung nach =3 520 $22) Line test Bemerkungen 

23s 4 Wochen Ee 2895S ves 

es 3 [Ie «tl «= 
224 g 43 70 73 Rachitis 
236— lo" 47 71 73 m 
225 6 7 79 ++-+-+ Gute Heilun 
233 . | Ol. jec. aselli = in an 4 1 \ = i , 
226 g es nape Nr.1;{ 45° 68 74 ++++-++ Vollstindige Heilung 
239 Q Smg pro die | 36 57 61 +-+-+-+ Gute Heilung 
228 9 |} P riparat Nr.1{ 48 73 SI ++ Schwache Ablagerung 

235 Q | 2mg pro die | 44 69 78 + 4 ‘: » 

229 Q \ Praparat Nr.2;{ 41 67 75 +++-++4 Vollstindige Heilung 
240 Q | 38mg pro die | 41 69 73 ones MaBige Ablagerung 
230 co | Praparat Nr.2{ 51 93 99 + 4 Schwache Ablageruny 
234 co |0,8mg pro diel 44 72 77 +-++-+ Gute Heilung 
232 Q | Praparat Nr.3{ 36 51 53 -+4 Schwache Ablageruny 
238 Q | Smg pro die | 38 61 67 1. 4 ° © 


Wie ersichtlich, fanden wir in diesem unseren ersten Fraklionierungs 


versuch noch Aktivitat besitzende Kristalle, obwohl das Filtrat « 
gréfpere Aktivitat zeigte als die ausyeschiedenen Kristalle. 


Um die véllige Entfernung der aktiven Substanz zu erreichen, wied«: 
holten wir den obigen Versuch, dadurch modifiziert, da®B die ausgeschiede: 
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.ristalle nach Absaugen der Mutterlauge noch dreimal mit je 4 Gewichts- 
ilen Alkohol gewaschen wurden. Es gelang durch diese Methode, véllig 
aktive Kristalle zu gewinnen (neben aktivem Filtrat), wie das aus der 
abelle IL ersichtlich ist (Préparat Nr. 5). Das so gewonnene inaktive 
Priparat erneut bestrahlt, ergab wieder ein aktives Produkt (Praparat 
Nr. 6, Tabelle I1). 


Da wir in diesen Versuchen gesehen haben, daB nach dem Entfernen 
er aktiven Substanz das zuriickbleibende inaktive Produkt durch Be- 
strahlen wieder aktiviert werden kann, haben wir die gleichen Fraktionierungs- 
( perationen tortgesetzt. 


Wir haben die Fraktionierung und Bestrahlung nach obigen Versuchs- 
bedingungen viermal nacheinander durchgefiihrt. Das Verfahren kann 
durch folgendes Schema veranschaulicht werden: 


Cholesterin 
(durch Umkristallisieren gereinigt) 


Cholesterin bestrahlt 
(Praparat Nr. 1) 


zk“ in 
erste inaktive Fraktion erste aktive Fraktion 
(Praparat Nr. 5) (Praparat Nr. 4) 


erste inaktive Fraktion bestrahlt 
(Praparat Nr. 6) 


a 


v ctf 
zweite inaktive Fraktion zweite aktive Fraktion 
(Praparat Nr. 8) (Praparat Nr. 7) 
zweite inaktive Fraktion bestrahlt 
(Praparat Nr. 9) 


a 
| 


. 
dritte inaktive Fraktion dritte aktive Fraktion 
(Praparat Nr. 11) (Praparat Nr. 10) 


dritte inaktive Fraktion bestrahlt 
(Praparat Nr. 12) 


Wie aus Tabelle Il hervorgeht, konnten wir durch diese Fraktionierung 
dreimal nacheinander das Cholesterin vom aktiven Material befreien und 
jedesmal neben einem aktiven Anteil einen inaktiven Anteil gewinnen, 
welcher jedesmal auch nach der vierten Fraktionierung noch immer aktivier- 
bar war. 


Da uns diese Versuche gezeigt haben, daB es nicht médglich ist 


(wie nach Windaus’ Anschauungen zu erwarten ware) durch Bestrahhing 
und Fraktionieren aus Cholesterin die aktivierbare Substanz (das 
Provitamin) zu entfernen, haben wir uns bemiiht, einige Versuche 
von Windaus nachzupriifen; Versuche, die er zum Beweis der Theorie 
anfiihrte, daB das Cholesterin nur dadurch aktivierbar sei, weil jedes 
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Tabelle 11. 





& < é a ae S 4 s 
22s | Zusatz zurGrund 2S Set Ges 
Nr. §7% nahrung nach 53 53° Bee Line test Bemerkungen 
235 4 Wochen Ge #53 2&s 
Ors oY el” mn 
245/| of - 45 &2 87 Rachitis 
246) of 40 69 72 ‘ 
275|| ot 34. OOS 57 ° 
279|| Q 337 59 - 
258! ot : 28 48 5) e 
227|| ot | Praparat Nr.4{ 32 53 62 ++ ++ Véllige Heilung 
237 2 | Smg pro die | 39 58 66 t+ -+-+- Gute Heilung 
242 Q | Praparat Nr.5| 44 72 78 Rachitis 
249 ot | 16mg pro die| 47 838 85 — y 
243 Q | Praiparat Nr.6 {> 38 58 64 rT? Gute Heilung 
248 of | Smg pro die || 46 88 92 ah the et ° ; 
257 || of 34.48 52 TT 4 . ‘ 
262 Q | Priparat Nr. 7 { 34 O66 61 +++4 F ‘ 
284 2 | Smg pro die | 3864 73 +4 ‘ ° 
283 Q 28 59 61 t++-+ . ‘ 
260) Q | Praiparat Nr.8{ 39 65 69 Rachitis 
261 o | 24mg pro die | 44 68 70 _ 
259 Q | Praparat Nr.9{ 39 63 64 t++-+-+ Gute Heilung 
256 Q | 8mg pro die | 34 64 67 +++4 . 
276 Q |\Praparat Nr. 10{) 34 66 69 t+- MaBige Ablagerung 
278 Q || 8mg pro die | 32 56 66 t+-+-++ Gute Heilung 
277; Q (|\Praparat Nr. 11{; 34 62 74 t Rachitis 
272) ot || 16mg pro die | 38 64 73 - ft 
289 Q \Praparat Nr. 12{' 38 64 73 rr Gute Heilung 
282 Q || 8mg pro die | 28 59 61 +++4 a : 


Cholesterin als Beimengung und Verunreinigung Ergosterin enthalt, die 
der alleinige aktivierbare Stoff — das Provitamin — ware. 


Einer der Versuche; welcher durch Windaus als Beweis der ob 
genannten Theorie angefiihrt wurde, ist folgender: Zur Entfernung 
des Provitamins (Ergosterins) wurde Cholesterin bromiert und dic 
gewonnenen Bromprodukte mittels Zinkstaub reduziert. Das so erzielte 
Reduktionsprodukt, welches alle charakteristischen Merkmale des 
Cholesterins zeigte, konnte Windaus durch Bestrahlen nicht meh 
aktivieren. 

Da wir tiber die Versuchsbedingungen, unter welchen die Bro 
mierung und die Reduktion durchgefiihrt wurden, keine Angaben 
finden konnten, haben wir die Bromierung sowoh!] nach der Methode 
von Lifschiitz (5) wie nach der von Windaus (6) durchgefiihrt. 


Die benutzte Bromierungsmethode von Li/schiitz war folgende: 20 ¢ 
Cholesterin wurden in 200cem Ather gelést und mit 10g in 90 cem Ather 
frisch gelésten Broms vermischt. Die in wenigen Minuten hellrétlich-gelb 
gewordene klare Lésung wurde mit zweifachem Volumen 90°, igen Alkoho!s 
vermischt. In kurzer Zeit erstarrte das Gemisch zu einem fast steifen Brei 
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weiBer Nadeln. Die ausgeschiedenen Kristalle wurden abgesaugt und 
t wenig 90°, igem Alkohol gewaschen. 

Die benutzte Bromierungsmethode von Windaus war folgende: Zu 
einer Lésung von 50g Cholesterin in 50 cem Ather wurde eine Lésung von 
25g Brom in 250ccem Eisessig gelést zugesetzt. Nach einigen Minuten 
erstarrte die Lésung zu einem Kristallbrei, aus nadelférmigen, gelblichen 
Kristallen bestehend. Die Kristalle wurden abgenutscht und mittels Eis- 
essig reingewaschen. Die so erhaltenen Dibromcholesterine wurden nach 
vorsichtigem Trocknen durch Zinkstaub nach folgender Methode reduziert : 
20 ¢ Cholesterindibromid wurden in 300g Eisessig gelést und allmahlich 
10g Zinkstaub zugesetzt. Nach spiterem Zusatz von 20 ¢ Wasser wurde 
das Reaktionsgemisch in einem mit RiickfluBkiihler versehenen Kolben 
12 Stunden lang gekocht. Nach dem Erkalten wurden 300 cem Wasse1 
zugegeben und das sich ausscheidende Produkt mit Ather ausgeschiittelt und 
dann mit Kalilauge enthaltendem Wasser mehrmals ausgewaschen. Nach- 
dem der Ather abdestilliert war, wurde das zuriickbleibende Produkt in 
\lkohol gelést und nach Zugabe des gleichen Volumens Wasser das 
ausgeschiedene Produkt abgenutscht. Die schwachgelben Kristalle wurden 
mit 20°.iger alkoholischer Kalilauge unter RiickfluB 6 Stunden lang 
verseift, das ausgeschiedene Produkt nach Zugabe von Wasser abgenutscht 
ms aus Alkohol mehrmals umkristallisiert. Die so gewonnenen Chol- 
esterine wurden (aus spiter anzuftihrenden Griinden) mit Wasser behandelt, 
d. h. zweimal auf dem Wasserbade mit wasserigem Alkohol eingedampft. 
Nach dieser Operation wurden die Produkte, die sowohl durch ihr Aussehen, 
wie auch durch ihre physikalischen Konstanten sich als Cholesterin zeigten, 
| Stunde lang bestrahlt und im Tierversuch gepriift. (Praparat Nr. 13 
nach Lifschitz; Priparat Nr. 14 nach Windaus.) 


Wie aus der Tabelle III ersichtlich, kamen wir auf das iiberraschende 
Resultat, daB sowohl das nach der Methode von Lifschiitz, wie auch 
das nach der Methode von Windaus bromierte und nachher reduzierte 
Cholesterin sich nach Bestrahlung als aktiv erwies. 

Wir haben auch einen anderen Versuch Windaus’ aufs neue unter- 
nommen, und zwar haben wir Cholesterin in alkoholischer Lésung mit 
Blutkohle unter RiickfluBkiihler gekocht und nach Abfiltrieren der 


Tale lle ITT. 





lass Zusatz zur Grundy #5 Gat Gas 

Nr.) 4 2 nahrung nach Se Fel Bac Line test Bemerkungen 
23s 4 Wochen Ge | 28s L2°s 
Ovs ori’ el" «a 

255 fou 50 80 90 Rachitis 

250 ot 33 54 DS ‘ 

252 2 i » ell 68 73 t++-+-+ Gute Heilung 

254 2 ype ae 13) 27 48 50 rT MaBige Ablagerung 

67/1 Q || 1°me pro die || 99 | 49 | 54 | ++++ | Gute Heilung 

273 ot }%Praparat Nr.14; 36 67 68 1 4 Mabige Ablagerung 

274 Q | 16mg pro die| 32 56 DS ! Gute Heilung 

244 Q \Praparat Nr. 15; 32 62 66 i Rachitis 

247 Q | Smg pro die || 41 72 76 Schwache Ablagerung 
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Blutkohle die alkoholische Lésung eingedampft, dann das so gewonn 

Cholesterin bestrahlt (Praparat 15) Die Tierversuche (Tabelle 11| 

zeigten aber negative Resultate und so fanden wir in diesem Versuch 

iibereinstimmend mit Windaus — daB das mit Blutkohle in alkoholisehe) 

Lésung gekochte Cholesterin seine Aktivierbarkeit verloren hati } 
Nach diesen Untersuchungen versuchten wir Windaus’ glanze) 

Erfolge, welche er durch Bestrahlung von Ergosterin erzielte, zu bestatig 

Zuerst haben wir nach seiner Methode (6) Ergosterin aus Hefe dargest 

und in festem Zustande in diinner Schicht 1 Stunde lang aus 30¢m | 





fernung bestrahlt (Praparat Nr. 16) und im Tierversuch in Dosen ; 
‘400 ng pro die geprift. Wir konnten sehen, dab tatsachlich Ergoster 8 
in Dosen von ! y9 mg pro die auberst aktiv wirkt und sogar Dosen \ ‘ 
‘oo UNC FT /i999 mg pro die eine ausreichende Aktivitét besitzen, wie « 
aus der Tabelle IV ersichtlich ist. 
2 
T abe lle / Vv. 
( 
5:8 Seize &i+ § 
3238 Zusatz zurGrnd 25 Ged 344 
Nr. 27% nahrung nach § si Bel £Es Line test Bemerkungen P 
254 4 Wochen ES 2°53 2°32 
205 <"' 0 ~ 
w z 7 ” ( 
204 fea 30 52 56 — Rachitis . 
265 f 388 89 3 
251 ’ 40 6S 73 : + Gute Heilung I 
253 a \praparat Nr. ef 38 65 70 +44 Vollige Heilung { 
281 2 0,01 mg pro - 3 aD 58 . Gute Heilung ' 
270) ‘on 35 59 70 +-+-+- Véllige Heilung 
262 )Praparat Nr. 16{ 39 58 59 +--+ + Gute Heilung \ 
| | 
263 y =$0,005 mg prodie| 30 63 66 : MaBige Ablagerung . 
266 a : .( 37 69 76 1. f Se 1 n 
0 ; | Praparat Nr. 16] o¢ 6 (6 chwache Ablagerung 
268 0.001 i lie) ay, il is + p+ ‘ is 
269 * | : mg pr > dle a5 2 59 ‘ Rechitis 
, 
Durch die oben geschilderten Untersuchungen kénnen wir dir ( 
Windausschen Resultate, die Aktivierbarkeit des Ergosterins betreffen| 
vollauf bestitigen, da es uns gelang, iibereinstimmend mit Windaw-: 
durch aus Hefe dargestelltes — eine Stunde lang aus 30cm Entfernung | 
in fester Form und bei Luftzutritt bestrahltes — Ergosterin in Dosen : 
von '/ 199 mg pro die eine véllige Heilung rachitischer Ratten in eine: 
Woche zu erzielen. ( 
Weiter konnten wir erneut feststellen, daB ebenso behandeltes 


Ergosterin sogar in Dosen von !/o9 und */,999 mg pro die eine t 
weise Heilung hervorzurufen imstande war. 

Unsere Untersuchungen mit Ergosterin haben die Angaben Winda 
vollstandig tibereinstimmend bestitigt, wir kénnen uns aber 
Hinblick auf unsere anderen Resultate — den Nebenfolgerungen Winda 
iiber die Aktivierbarkeit des Cholesterins nicht anschlieBen. Winda 


behauptet, daB Cholesterin immer nur dann eine Aktivierbark: 
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esitzt, wenn es — nur auf physikalischem Wege gereinigt — Ergosterin 
ls Beimengung oder Verunreinigung enthalt Dieser Behauptung 
kémnen wir uns nicht anschlieBen. 

Bei dem Versuch mittels Blutkohle, den wir nach den Versuchs- 
hedingungen Windaus’ wiederholt haben, erhielten wir zwar mit dem 
Befund Windaus’ iibereinstimmende Resultate, doch méchten wir auch 
auf eine annehmbare Erklarung hinweisen iiber die Nichtaktivierbarkeit 
eines so behandelten Cholesterins. Wie aus den Untersuchungen von 
Bills (8) hervorgeht, besitzt geléstes Cholesterin die Eigenschaft, sich 
sehr leicht zu verandern, wenn es mit Stoffen von groBer Oberflache 
gekocht: wird. 


Dagegen zeigten unsere Bromierungsversuche — im Gegensatz 
zu Windaus’ negativen Resultaten — das Ergebnis, daB das durch 
Bromierung und nachfolgende Reduktion erhaltene gereinigte — 


Cholesterin Aktivierbarkeit besitzt. Obzwar das Ergosterin durch 
Bromierung irreversibel zerstért wird, haben unsere Versuche gezeigt, 
da8 durch Bromierung von Ergosterin, oder von Provitamin befreites 
Cholesterin noch immer aktivierbar ist. Durch die oben geschilderten 
Fraktionierungsversuche wollten wir einen Beitrag an Windaus’ Pro- 
vitamintheorie anreihen. Wir fanden aber, daB sogar nach viermal 
nacheinander ausgefiihrtem vélligen Entfernen der aktiven Substanz, 
der jeweils inaktiv zuriickgebliebene Anteil noch immer aktivierbar 
war. Die Resultate dieser beiden Versuche, namlich die Bromierungs- 
versuche und die Fraktionierungsversuche, kénnen mit der Theorie 


von praformiertem Provitamin im Cholesterin nicht gut in Einklang 


gebracht werden. " 


Auch verschiedene andere Untersuchungen widersprechen der 
Theorie, daB das Cholesterin nur dadurch aktivierbar sei, weil ein jedes 
Cholesterin Ergosterin als Beimengung enthalt. 

Die Untersuchungen von Steenbock und Black (9) zeigten, daB 
aktiviertes Cholesterin durch Benzoylierung mit Benzoylchlorid und 
Pyridin und nachfolgendem Ausscheiden mit Wasser und zweimaligem 
Umkristallisieren aus Athylalkohol inaktiv ist. Wenn das Benzoat 
mit kochender alkoholischer Kalilauge verseift wurde, war das erhaltene 
Cholesterin noch immer inaktiv. Wenn man dagegen dieses Produkt 
in Atherlésung bestrahlte, so erhielt man wieder ein aktives Praparat. 

Dieser Versuch ist eigentlich mit unseren Fraktionierungsverfahren 
insofern identisch, weil auch in diesem Versuch die aktive Substanz 
entfernt wird und trotzdem die Aktivierbarkeit erhalten bleibt. 


Windaus und R. Pohl (10) fanden, daB der einzige Unterschied 
zwischen dem physiologisch wirksamen — und unwirksamen (ge- 
reinigten) Cholesterin — in einer starkeren Ultraviolettabsorption 
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zwischen 280 bis 3004 des letzteren besteht (welche Absorption 
nach R. Pohl(11) mit dem des Ergosterins identisch ist). 

F.W. Schlutz wnd M. R. Ziegler (12) gelang es demgegeniibe: 
festzustellen, daB beziiglich der Ultraviolettabsorption das Cholesterin 
sich in zwei Modifikationen zeigt: 

1. Ist Cholesterin soi gfaltig von dem sogenannten Kristallwasse; 
befreit, so sind die charakteristischen Absorptionsbander zwischen 2s\) 
bis 300 4s eines so behandelten Cholesterins nicht mehr vorhanden 
und nur eine allgemeine Absorption laBt sich beobachten. 

2. Nach Eindampfen mit Wasser kénnen die verschwundenen 
Ab:orption: bander wieder hervorgerufen werden. 

So konnte gezeigt werden, da8 ein vorher nur allgemeine Absorption 
zeigendes Cholesterin durch eine einfache Wasserbehandlung die charak 
teristische Absorptionsbander wieder erhilt, welche nach Windaus 
und R. Pohl die Aktivierbarkeit, d. h. den Provitamingehalt des Cho! 
esterins anzeigen sollen. 

Sowohl die angefiihiten, wie die eigenen Ergebnisse finden in der 
Theorie von Windaus keine voéllige Erklarung. Eine andere Annahme 
in der sowohl obgenannte Untersuchungen, sowie auch die von uns 
durchgefiihrten eine ausreichende Auslegung erhalten wiirden, scheint 
uns das Folgende zu sein: 

Auch durch unsere Fraktionierungsversuche kann als festgestel!t 
betrachtet werden, daB das Cholesterin nicht als solches bei der Be- 
strahlung aktiviert wird, sondern nur ein unbestimmter Anteil, welche: 
sich in dem aktivierbaren Cholesterin vorfindet. 

Die Entdeckung Windaus’, daB das Ergosterin einen sehr hohen 
Grad von Aktivierbarkeit besitzt, legte die Vermutung nahe, daB das 
Provitamin Ergosterin sei. Aber die Annahme, daB der in dem Chol- 
esterin befindliche — die Aktivierbarkeit des Cholesterins — ver- 
ursachende — Stoff als Verunreinigung in dem Cholesterin vorkommt, 
und weiter, daB nach Entfernen oder Zerstéren dieser Substanz die 
Aktivierbarkeit des Cholesterins unwiderruflich verloren gegangen 
ware, miissen wir als nicht richtig betrachten. 

Wir wollen nun den Versuch unternehmen, eine mehr befriedigende 
Theorie aufzustellen. Wenn wir annehmen, daB8 das Cholesterin (wenn 
es das sogenannte Kristallwasser enthalt) in gewissem. MaBe eine Um- 
wandlung erfahit (welche Umwandlung aber nur bis zu einem gewissen 
Gleichgewicht vor sich geht und durch die das Provitamin entsteht), 
dann glauben wir alle scheinbar einander widersprechenden Ergebnisse 
erklaren zu kénnen. 


Indem wir diese Vermutung aussprechen, wollen wir es durchaus 
nicht behaupten, daB Provitamin nicht Ergosterin, oder ein dem Ergo 
sterin Ahnlicher Stoff sei. Im Gegenteil sprechen auch unsere mit Ergo 
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sierin ausgefiihrten Versuche dafiir, welche die hohe Aktivierbarkeit 
des Ergosterins bestatigen. Wir miissen nur die Theorie eines bei- 
gemischten Provitamins fallen lassen und dagegen die Theorie eines 
sich aus dem Cholesterin bildenden Provitamins einsetzen. 

Durch die Annahme, daB Provitamin aus sogenanntes Kristall- 
wasser enthaltendem Cholesterin sich nach Entfernen oder Zerstéren 
immer neu bilden kann, sind wir in der Lage, die verschiedenen Resultate 
folgendermaBen zu erklaren. 

1. Provitamin bildet sich aus Cholesterin durch Umwandlung. 

2. Nur solehes Cholesterin, das nicht vollstandig wasserfrei ist, 
kann Provitamin enthalten. , 

3. Durch Entziehung der letzten Spuren von Wasser aus Chol- 
esterin wird das vorhandene Provitamin zerstért und die Méglichkeit 
einer Nachbildung so lange ausgeschlossen, als das Cholesterin wasserfrei 
bleibt. Ein solches Cholesterin zeigt nur ein allgemeines Absorptions- 
spektrum, und die charakteristischen Absorptionsbander zwischen 280 
bis 300 mu sind nicht vorzufinden. 

4. Nach Entfernung des Provitamins aus dem Cholesterin — 
gleichgiiltig, ob auf chemischem oder physikalischem Wege, bleibt die 
Méglichkeit einer Neubildung vorhanden. 

Die Fraktionierungsversuche bestatigen diese Annahme. Sie 
zeigen, daB das Cholesterin nur teilweise aktivierbar ist; nach Ent- 
fernen der aktiven Substanz bleibt eine véllig inaktive Substanz zuriick, 
welche aber immer noch Aktivierbarkeit besitzt, die nach wnseren 
Anschauungen durch den Umstand ausgelegt werden kann, daB die 
Entfernung des praformierten Provitamins durch Bestrahlung und 
Fraktionierung das Gleichgewicht zwischen Provitamin und Cholesterin 
stért und so die Méglichkeit einer Neubildung gegeben wird. 

Die Annahme, daB durch die Bestrahlung nur ein Teil des aktivier- 
baren Stoffes — des Provitamins — verbraucht werde, kénnen wir 
mit dem Resultat widerlegen, daB sogar nach viermal nacheinander 
durchgefiihrten Fraktionierungen die dritte inaktive Fraktion bestrahlt 
(vgl. Tabelle I], Praparat 12) nicht bemerkbar an Aktivierbarkeit 
einbiiBte. 

Der scheinbare Gegensatz zwischen den Windausschen und unseren 
Bromierungsversuchen kénnte durch den Umstand erklart werden, 
daB8 wir die nach Bromierung und Reduzierung erhaltenen Cholesterine 
mit Wasser behandelt haben, um durch diesen Umstand eine Pro- 
vitaminbildung zu erméglichen. 

Als ein letztes Argument zur Bekraftigung unserer Vermutungen 
soll noch ein Versuch von M..J. Shear und B. Kramer (13) angefiihrt 
werden, in dem sie bei der fraktionierten Umkristallisation von Chol- 
esterin aus Alkohol, auch nach dreizehnmaliger Umkristallisation aus 
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der Mutterlauge, eine gelbliche harzartige Substanz erhielten. Leidk 

waren wir zurzeit nicht in der Lage, unsere Kontrollversuche, welch 
wir mittels vollstandig wasserfreien Cholesterins ausfiihren wollte: 

anzustellen, da wir durch verschiedene 4uBere Umstinde daran gehindert 
wurden. Auch waren wir genétigt, mangels eines Ultraspektroskops 
uns an Befunde anderer Autoren anzulehnen. Wir miissen daher diese 
Untersuchungen als vorliufige Mitteilungen betrachten und wollen 
hoffen, daB8 wir unsere Versuche fortsetzen und den vélligen Beweis 
unserer Theorie bekanntgeben werden kénnen. 


Literatur. 
1) Beumer, Miinch. med. Wochensch. 72, 1585, 1925. 2) A. F. Hess 
M. Weinstock, Sherman, Journ. biol. Chem. 67, 413, 1926. 3) O. Rose 
heim, T.A. Webster, Biochem. Journ. 20, 537, 1926. 4) A. Windaus, 
A. F. Hess, Nachr. d. ges. Wiss. Géttingen 175, 84, 1926. 5) Lifschiit:, 
Hoppe-Seyler 106, 272, 1919. 6) A. Windaus, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
89, 518, 4378, 1906. 7) A. Windaus, Grosskop{, Hoppe-Seyler 124, 8, 


1922. 8) Ch. E. Bills, Journ. biol. Chem. 67, 753, 1926; 68, 821 bis 831. 
0) H. Steenbock, Black, ebendaselbst 64, 263, 1925. 10) R. Pohl, Nachr 


d. ges. Wiss. Géttingen 1926, S. 142 bis 145. 11) Derselbe, ebendaselbst 
1926, S. 185 bis 191. 12) F. W. Schlutz, M. R. Ziegler, Journ. biol. Chem 
69, 415, 1926. — 13) M. J. Shear, B. Kramer, ebendaselbst 71, 213, 1926. 
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Eine Vervollistindigung der Reihe Pufferlésungen 
im alkalischen Gebiet. 
Von 
J. M. Kolthoff und J. J. Vieeschhouwer. 


(Mitteilung aus dem Pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitat 
Utrecht.) 


~ 


(Eingegangen am 31, Juli 1927.) 


Bekanntlich haben wir mehrere Reihen Pufferlésungen iiber 
ein pu-Gebiet von 0 bis 10 zur Verfiigung. Braucht man Lésungen 
mit einem py gréBer als 12, so kann man dieselben aus carbonatfreier 
Natronlauge herstellen und aus dem lonenprodukt des Wassers das 
entsprechende px berechnen. Weil die Hydroxylionenkonzentration 
derartiger Lésungen sich praktisch nicht — das Léslichkeitsprodukt 
des Wassers sich dagegen sehr stark — mit der Temperatur andert, 
haben derartige alkalische Lésungen einen groBen Temperaturmodu!us 
im pa, und zwar nimmt der Wasserstoffexponent mit steigender Tem- 
peratur stark ab. 

Fiir das py-Gebiet von 10 bis 12 haben wir keine anschlieBende 
Reihe von Pufferlésungen, wie das bei anderen pyg-Werten wohl der 
Fallist. Zwar liegen im Schrifttum einige py-Messungen von Gemischen 
von sekundirem Natriumphosphat mit Natronlauge bzw. Carbonat- 
Bicarbonat vor', jedoch sind diese Reihen nicht systematisch aus- 
gearbeitet. Wir haben daher die folgende Untersuchung angestellt, 
um die Liicke aufzufiillen. 

Sehr geeignete Pufferlésungen mit einem py zwischen 11,0 bis 12,2 
kann man sich aus 0,1 mol. sekundiren Natriumphosphat und 0,1 mol. 
Natronlauge herstellen. Wir gingen von reinem sekundaren Natrium- 
phosphat von der Zusammenstellung Na, H PO, . 12 H,O aus (Praparat 


1 Vel. J. M. Kolthof/, Der Gebrauch von Farbindikatoren, 3. Aufl., 
S. 148. 
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von Prof. Schoorl hergestellt, sechsmal aus Wasser umkristallisiert 
pu der 0,1 mol. Lésung bei 18° 8,99, der 0,05 mol. Lésung 9,03, der 
0,02 mol. Lésung 9,05). Die Natronlauge war in der iiblichen Weise 
varbonatfrei erhalten. Weil die Phosphat-Laugegemische stark alkalisch 
reagieren, sind sie kohlensiureempfindlich und miissen sie in gut ver. 
schlossenen Flaschen aufbewahrt werden. 

Fiir das pg-Gebiet von 9,2 bis 11,0 haben wir Natriumearbonat. 
Boraxgemische hergestellt. Statt Borax kann man natiirlich auch 
Natriumbicarbonat nehmen; weil Borax jedoch so leicht rein her. 
zustellen ist, und die Lésung gut haltbar ist, haben wir letzterem 
Salz den Vorzug gegeben. Auch die Carbonat-Boraxlésungen miissen 
in gut verschlossenen Flaschen aufbewahit werden!. Bei den Messungen 
wurde der Wasserstoff in der iiblichen Weise gereinigt und schlieBlich 
noch iiber die gleiche Pufferlésung gefiihrt als die, welche gemessen 
wurde. Damals hat der eine von uns*® eine Reihe Pufferlésungen mit 
einem px von 6 bis 8 beschrieben, welche durch Mischen von primarem 
Kaliumphosphat (K H,PO,) und Borax erhalten wurden. Bei der Be. 
rechnung der py-Werte hatten wir eine andere Formel benutzt als 
jetzt allgemein angenommen wird. Daher haben wir alle Messungen 
wiederholt und die Berechnung auf ein pa im Standard-Salzsiur 
gemisch (0.0ln HCl—+ 009n KCl) von 2,038 (Sérensen-Wert) be- 
zogen. In der dritten Tabelle sind die Resultate der verbesserten 
Reihe angegeben. 

Alle Messungen sind mit der Wasserstoffelektrode bei 18 + 0.1" 
ausgefiihrt worden. Als Bezugselektrode ist die Chinhydronelektrode 
im Standard-Salzsauregemisch verwendet. Jeden Tag wurde das 
ElektrodengefaB gereinigt und mit frischer Lésung und Chinhydron 
aufgefiillt. 

Tabelle I. 
Pufferlésungen aus 0,1 mol. Na,H PO, und 0,1n NaOH. 
(Ausgangslésung enthalt 35,82 g Na, HPO, 12 H,O bzw. 26,82 g Na, HPO, 
7H,O bzw. 17,81 g Na, HPO, 2 H,O im Liter.) 





Zusammensetzung der Lésung Pu 
+ 413 ecm 11.00 
| 6.00. | 11.20 
25 ecem 8.67 . On NaOH 11,40 
0,1 mol. Phosphat | +12,25 , mit Wasser bis 50 ccm 11,60 
+ 1665 . 11,80 
21.60 . | 12.00 


1 Im AnschluB an unsere Reihe Puffertabletten von 3,0 bis 9,2 si 
auch diese Pufferlésungen in Tablettenform zu beziehen bei denVereinigt« 
Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf, Berlin, Scharnhorststr. 22. 

2 Vgl. J. M. Kolthoff, Journ. biol. Chem. 63, 135, 1925. 





Zu 








Vervollstandigung der Pufferlésungen. 

















T Tabelle 11. 
der Pufferlésungen aus 0,05 mol. Soda- und 0,05 mol. Boraxlésung. 
ise isgangslésung enthalt 5,300g¢ Na,CO, bzw. 19,10g Na,B,O,.10H,O 
im Liter.) 
isch 
vel usammensetzung der Losung Zusammensetzung der Losung 
Soda Pu Soda Borax 
ccm ccm ccm 
lal 
uch 97,3 11,00 75.4 24.6 
er. 94.75 19,89 66,7 33.3 
- 91.5 10.60 555 44.5 
; 86.9 10.40 35.7 64.3 
sen 82.15 10.20 0 100.0 
yen 
Ich Tabelle Ill. 
sen Pufferlésungen aus 0,1 mol. KH, PO,- und 0,05 mol. Boraxlésung. 
nit \usgangslésungen enthalten 13,62 ¢ K H, PO, bzw. 19,10g¢ Na, B,O,. 10 H,O 
en im Liter.) 
2 
Be- Zusammensetzung der Lésung Zusammensetzung der Losung 
als KH, PO, Pu KH, PO, ae 
ren ccm ccm ccm 
re 
i 8.77 1.23 6.00 4.80 5.20 
8,30 1,70 6,20 4,50 5,50 
en 7,70 2,30 6,40 4.24 5,76 
7,12 2.88 6.60 3.80 6,20 
6,58 3,42 6,80 3,20 6,80 
|" 6,10 3.90 7,00 2.48 7,52 
le 5,66 4,34 7,20 132 | 8,68 
5,36 4.64 7.40 0.00 | 10,00 
aS 5,08 4.92 7,60 
mn 
) 
i 
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Uber den Stoffwechsel 
yon Carcinomzellen in Carcinomserum und Normalserum. 


Ven 
Hans Adolf Krebs und Fritz Kubowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. August 1927.) 


Nach E. Freund und G. Kaminer' und vielen anderen? hat normales 
Serum im Gegensatz zu dem Serum Carcinomkranker die Eigenschaft 
Carcinomzellen aufzulésen. Trife dies fiir lebende Carcinomzellen zu 
so miiBte der Stoffwechsel der Carcinomzellen in Normalserum ver- 
schwinden. Wir haben auf Vorschlag von Herrn Warburg den Stoff 
wechsel von Carcinomzellen in Normalserum und Carcinomserun 
gemessen und keine die Fehlergrenze iiberschreitenden Unterschiede 
gefunden. Normales Serum enthalt also weder Substanzen, die lebende 
Carcinomzellen auflésen, noch Substanzen, die den Stoffwechsel von 
Carcinomzellen hemmen. Dies gilt sowohl fiir die menschlichen Spontan 
carcinome (in Menschenserum), als auch fiir das Jensensche Ratten 
sarkom (in Rattenserum) und das Roussarkom (in Hiihnerserum). 

Vielfach haben wir auch den Stoffwechsel in Serum mit dem Stoft 
wechsel in Ringerlésung verglichen und auch hierbei keine wesentlichen 
Unterschiede gefunden. Insbesondere ist die Atmung der Carcinome 
in Serum nicht gréBer als in Ringerlésung. 

SchlieBlich ist diese Arbeit ein Beitrag zu der Frage, ob sich mense| 
liche Spontancarcinome anders* oder ebenso verhalten wie trans 
plantierte Ratten- und Hiihnertumoren. Wir haben im ganzen 1s 


1 E. Freund und G. Kaminer, diese Zeitschr. 26, 312, 1910; 149, 245, 
1924. 

? Neuere Arbeiten sind von N. Waterman und L.de Kromme (dies 
Zeitschr. 182, 375, 1927 und 188, 65, 1927, dort auch Literatur). 

3 DaB sich die menschlichen Spontantumoren anders verhalten, v: 
muten J. B. Murphy und J. A. Hawkins (Journ. of Gen. Phys. 8, 11) 
1925) auf Grund von Versuchen mit Spontantumoren von Inzuchtmiaiuse: 
Versuché mit menschlichen Spontantumoren haben Murphy und Hawk 
nicht ausgefiihrt. 
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mensehliche Tumoren! untersucht, ohne besondere Auswahl! der Fille. 

loch unter histologischer Kontrolle des Materials. Samtliche 
Messungen sind in den Tabellen I und II mitgeteilt. Von den 18 Fallen 
verhalten sich 17 wie transplantierte Ratten- und Hiihnertumoren, 
ein Fall — eine maligne Struma — verhalt sich insofern anders, als 
die Atmung im Vergleich zur (anaeroben) Garung groB ist 


I. Methodisches. 


Zur Serumgewinnung wurde menschliches Blut kurze Zeit vor 
Beginn der Stoffwechselmessung aus der Armvene entnommen und 
nach dem Gerinnen zentrifugiert. Von Ratten gewannen wir das Blut 
durch Punktion des Herzens, von Hiithnern aus der Carotis durch 
Halsabschneiden. Alle Sera waren frisch, nicht inaktiviert. 

Um Beeinflussungen des Stoffwechsels durch die Konzentrationen 
der Glucose und des Bicarbonats auszuschalten, haben wir den 
Seren jedesmal so viel Glucose hinzugefiigt, daB die Glucosekonzen- 
tration etwa 0,20 bis 0,25°,, betrug, und uns ferner jedesmal davon 
iiberzeugt, daB der Bicarbonatgehalt der Seren der physiologische war 
rund 2.5 . 107-2 mol.). 

Die Gewebeschnitte stellten wir immer sofort nach der Entnahme 
des Tumors aus dem Kérper her. Bei den menschlichen Tumoren 
wurde stets ein Gewebeteil, das dem zw Stoffwechselmessung ver- 
wendeten Stiicke benachbart war, histologisch untersucht. 

Die Stoffwechselmessung geschah nach den friiher beschriebenen 
manometrischen Methoden?. In einem Teile der Fille wurde die anaerobe 
Garung gemessen und laingere Zeit hindurch, gewéhnlich 2 Stunden 
lang, beobachtet. In einem anderen Teile der Falle wurden Atmung, 
aerobe und anaerobe Garung gemessen, und zwar erfolgten die drei 
erforderlichen Messungen nacheinander am gleichen Schnitt in der 
aus Protokoll 1 und 3 (Abschnitt III) ersichtlichen Anordnung. 


Il. Ergebnisse. 


Die Ergebnisse unserer Messungen stellen wir in den Tabellen I 
bis IV zusammen. Ausfiihrliche Versuchsprotokolle mit experimen- 
tellen Einzelheiten sind in Abschnitt III wiedergegeben. 

AuBer dem bereits in der Einleitung Gesagten geht aus den 
Tabellen folgendes hervor: 


1 Den Herren Geheimrat Hildebrand, Geheimrat Bier und Prof. 
. Eicken sprechen wir auch hier fiir die Uberlassung des Materials aus 
ihren Kliniken vielen Dank aus. 
2 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
13* 
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Tabelle I. 


Atmung und Gaérung menschlicher Carcinome in Carcinomserum * und Nicht-Carein: mserum. 





Stoffwechsel in Carcinomserum 


Stoffwechsel in Nicht-Carcinomserum 


oy 


7 


) 


Qi 


Oe 
Mv 


Q%,  @ 


No 
‘ 


Oy 


No 
i 


Wy ey 


Qo, 


Material 


Nr. 


| Mammacarcinom, Scirrhus, 


12,2 


+ 16.0 


3 


6, 


-1,9 


ee 
53 % 


3| 


20 bis 40 % 


1 


2 


+ 4, 


6 


2 


Carcinomzellen . ge ae ae 
Lebermetastase eines Gallenblasencarcinoms, 
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84 % 
vo 


- 11,4 


3.6 


7,8) +1 


Re 


1,1 


- 3,1 


10 bis 20°% Carcinomzellen . 


bis 70° Carcinomzellen 


7.6 


+ 


abe 


ah. 


iA 
v 


Lippencarcinom, 50 bis 70 ° 


Hautearcinom, 


3 
4 


Carcinom- 


/ 
o 


34 


— 6, 


zellen ** a ee arene 
Struma maligna (Sarkom), fast 100% Zellen 


+ 11,1; + 15,8) + 


* In Fall 3 und 4 stammte das Carcinomserum von demselben Kranken wie das Carcinom. 


** Hierzu Protokoll 1 in Abschnitt IIL 


1. Beim Jensensarkom, Rou. 
sarkom und bei der Mel 
zahl der menschlichen Tumorey 
sind die Stoffwechselquotient« 
in Normalserum, Carcinomserium 
Ringerlésung gleich 
verschiede n 


und oder 
nur unwesentlich 
Bei einigen menschlichen 1 

moren bestehen gréBere Unte: 
schiede (z. B. Fall 4, 8, 9, 11 
16 der Tabelle II). Die Schwan 
kungen gehen jedoch in den 
verschiedenen Fallen nach ver. 
schiedenen Richtungen. So ist 
beispielsweise in Fall 4 (Tabelle 11 
die anaerobe Garung in Normal. 
serum gréBer als in Carcinom 
serum und in Ringerlésung. in 
Fall 8 aber umgekehrt in Ringer- 
lésung und in Carcinomserum 
giéBer als in Normalserum 
Fir die Beurteilung 
Unterschiede muB man _be- 
denken, daB es _ bei 
lichem Tumormaterial im all. 
gemeinen schwierig ist, mehrere 
gleichartige Gewebeschnitte zu 
erhalten. Da die Qualitat des 
Gewebes (Gehalt an Krebszellen. 
an Bindegewebe und Ursprungs- 
gewebe) haufig selbst in nahe 
benachbarten Partien des Tumors 
sehr verschieden ist, so hingt es 
haufig nur vom Zufall ab, ob die 
verwendeten Schnitte gleichartig 
sind oder nicht. Die in einzelnen 
Fallen bestehenden Unterschiede 
lassen sich somit durch Unter- 
schiede des Materials erklaren 


solcher 


mensch- 


und beweisen keine Unterschiede 
im Stoffwechsel der Krebszellen 

2. Beriicksichtigt man den 
Zellgehalt der menschlichen Tu- 





sell 
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Tabe lle Il. 


Anaerobe Géarung menschlicher Tumoren in Ringerlésung, Carcinomserum* 


und Nichtearcinomserum. 





Material 


Netzmetastase eines Magen- 
carcinoms, fast 100°, Car- 
cinomzellen, zahlreiche 
kleine Nekrosen 


Mammacarcinom, medul- 
larer Tumor, fast 100 % 
Carcinomzellen, kl. Nekrosen 


Kehlkopfearcinom, Platten- 
epithelcarcinom, etwa 50 
bis 70% Zellen 


Magencarcinom, etwa 40 
bis 70° Carecinomzellen ; 
Zellgehalt an verschiedenen 
Stellen des Tumors sehr 
verschiedenartig 


Magencarcinom, medullarer 
Tumor, fast 100 % Zellen, 
kleine Nekrosen 


Mammacareinom, medul- 
larer Tumor, zahlreiche ver- 
kalkte Stellen 


Oberkiefercarcinom 
(Plattenepithel), fast 100°, 
Zellen, Nekrosen 


Mammacarcinom, etwa 50 
bis 80% Zellen ** 


Myxosarkom, zahlreiche 
Schleimzellen in manchen 
Teilen des Tumors 


Rectumearcinom, etwa 50 
bis 80°, Krebszellen 


Mammacarcinom, einfaches 

medullares Carcinom, Zell- 

gehalt in verschiedenen Par- 

tien sehr wechselnd, etwa 
BO bis 90 % 


Mammacarcinom, Scirrhus, 
etwa 20°, Krebszellen, im 
iibrigen Bindegewebe 


* In den Fallen 6, 8, 9, 
selben Kranken wie das Carcinom. 


10, 11, 


No 
Oy 


in Carcinomserum 


Cy 
in Ringerlésung 
1. Stde. 2. Stde. 


1. Stde 2. Stde. 


14.5 


F 


| L 16.0 


| + 18,0 


- 14,8 


+ 10.5 


} 
+ 19.6 


12.5 


Is 14,0 


| + 13.9 


| 4 90,2 


18.4 


| + 19.1) + 17, . \ + 84 
18,2 


14.2 


+ 27,0 


| + 98 


Q)}? in Nicht. 


carcinomserum 


1.Stde. 2. Stde 


Serum A 
18. 


$ 
Serum B 
- 25,2 


Serum A 
+ 15.5 
Serum B 
+ 13,6 

15.4 
Serum A 
+ 168 
Serum B 


+ 16.9 


16.9 


12, 13, 15 und 16 stammte das Carcinomserum von dem: 


** Hierzu Protokoll 2 in Abschnitt III 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





No Neo No sche 
Mu u Qi in Nici 
Nr Material in Ringerlésung§ in Carcinomserum Carcinomseru 


1. Stde 2. Stde. 1.Stde. 2.Stde. 1. Stde. 2. Std 


13. Magencarcinom, etwa 40 bis |, ee “ 
60° Krebszellen j + lee + 114 + 10.9 


14 Mammacarcinom (gleicher | 


Tumor wie Fall iderTab.I) {| ~ + 111d + 10,4)+ 15,1 +1 


15 Hautearcinom (gleicher Tu- | 
7m § or - + 183 + 13,3) + +1 
mor wie Fall3 der Tab. I) | 15,3 + 13 i4 : 

16 Lippencarcinom (gleicher 


| _— od. : dpe -+- Gy 
Tumor wie Fall 4 der Tab.I) | + 108 10,3 19,9 I 


Tabelle Il. 


Aerobe und anaerobe Garung des Jensensarkoms in Ringerlésung und 
: verschiedenen Seren*®. 





Serum einer Ratte, 

Normales bei der eine Impfung 

Rattenserum mit Jensensarkom 
erfolglos war 


Serum einer 
Ratte mit 


Versuchsflussigkeit : Ringerlésung 
Jensensarkom 


eee re + 21,5 + 15,6 + 17,0 + 176 
ee .....-.] +m + 29,6 + 30,3 + 30,6 


* Hierzu Protokoll 3 in Abschnitt III. 


Tabelle IV. 


Stoffwechsel des Roussarkoms in Ringerlésung, normalem Hiihnerserur 
und Serum eines Roussarkomhuhnes*. 





Serum desselben Rous 


Versuchsflissigkeit: Ringerldsung = pglvmcrastam — | the" Tunmemsatenal 
stamint 
eer ee ee — 62 — 48 — 6,0 
ee ee ae + 11,0 + 11,8 +114 
Be akhs G8) oe + 16,0 + 21,8 + 19.6 


* Hierzu Protokoll 4 in Abschnitt III 


moren und bezieht man die Stoffwechselquotienten anstatt auf das 
Gesamtgewebegewicht auf die Krebszellen, so ergeben die menschlichen 
Tumoren — mit einer Ausnahme — ebenso grobe U- und Q¥-Werte 
wie die fast nur aus Krebszellen bestehenden transplantierten Tier- 
tumoren. Die einzige Ausnahme betrifft ein Sarkom der Schilddriise 
(Tabelle I, Nr. 5), einen sehr weichen, zerfallenden Tumor mit au: 
gedehnten nekrotischen Partien, dessen Stoffwechsel dem Typus der 
gutartigen ‘T'umoren entspricht. 
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Ill. Protokolle. 


Stoffwechsel eines menschlichen Lippencarcinoms in Carcinomserum und 


Plattenepithelearcinom, etwa 50 bis 70° 


Normalserum. 


Temperatur 37,5°. 


Kre bszellen 


enthaltend. 





V ersuchsflussigkeit 


arbonatkonzentration 
Glucosekonzentration 
Volumina...... com 
GetaBkonst. in Ringerlés. qmm 
1u 
JS p/M 
jefaSkonst. in Serum . qmm 
Schnittgewewichte . 


Gasraum 


Druckanderungen in 


y “ 


GetaSkonst. in Ringerlés. qmm 


Ju 
} 
1 p/ Mi 
GetaBkonst. in Serum. qmm 
(rasraum 
I 
Druckanderungen in 10’ 
- .- we 


asraum 


Druckanderungen in 10 
. . 10 


Stoffwechselquotienten 


N 0» 
vy -Qy¥ (Meyerhof- 


Qo quotient) 
v . 2 
l 
N 
Vv; 


A 


hy, 


GetaB A.* 


Carcinomserum (von dem 
gleichen Kranken, von dem das 
Lippencarcinom stammt) 


2,6 . 10-2 mol. 


0.2 
gm? UG 
, -Ringer 
Oo 0,594 ky Og 
0,110 
‘Scrum - 
hy 725 
9.91 mg 


5 CO, in QO, 


+4mm 


8.5. 


6,56 


0.955 


K 


GetaB B.* 
Normales menschliches Serum 


2.4. 10-? mol 


0,611 — 


0,125 


“Serum 
Ky 


5° 


9.55 mg 


— 60 o 


tr 


nger 


1,847 


CO, in O, 


3 mm 
») Sd 


6,76 


0,972 


Aus jedem VersuchsgefaB werden 4c¢m Serum 
herauspipettiert. 


0,130 


ky = 1,481 
5 COz, in Oy» 


7.5mm 
+ 8.5 


1936 ABBE 


1,091 


ko 


0,149 


ky = 1,5 


i 


wer 


Rit 
95 
0,953 k, oO 


55 


CQOz, in Og 


fom 
+ § 


m 


1,108 


Der Sauerstoff in den Versuchsgefiben wird durch 
Stickstoff ersetzt. 


+ 18.5 mm 


+ 15 » 

=-— §4 

+ 92 

16.3 

2,2 

+ 95 
58 % 


* Form der GefaBe s. diese Zeitschr. 152, 57, 1927. 


5 


CO, in Ng 


+ 175m 
+ 16.5 


™m 


| 
| 
| 
| 
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2. Anaerobe Gdrung eines menschlichen Mammacarcinoms in Ringerlésu 


Normalserum und Carcinomserum. 
Einfaches medullaires Carcinom mit etwa 50 bis 80°, Krebszellen (Fa 
der Tabelle II). Temperatur 37,5°. 


~ 





GetaB A. GetaB B. GetaB C 
Versuchsfliissigkeit .... . Ringerlésung Normalserum Serum der Krank 
von der das Car 
nom staminte 
Bicarbonatkonzentration der 


Versuchsfliissigkeit . . . . 2,5 . 10-? mol. 2,3 . 10-2 mol. 2,7 . 10-2 mo 
Glucosekonzentration der 
Versuchsflissigkeit . . . . 0,2° 0.2 02°), 
Up 3 Ct, = 3 Up 2 
Volumina....... com ; P , 
Uy = 10,98 Gg 10,44 UG 11,76 
GefaBkonst. i. Ringerlés., qmm jBinger = 1,128 gua 1,081 pings © =m 1,14 
Ju : 
( Oe ae 0,153 0,266 
Ap/m 
GetaBkonst. in Serum . qmm k y = 1,540 k Vv 1,676 
Schnittgewichte. ...... 6.40 mg 7.45 mg 6,71 mg 
Geesoum . 2 2 se ee es 5% 9 COs in No 5% 9 CO, nm Ng 59 COg mn N 
Druckanderungen in 20’ + 39 mm + 25 mm + 26,5 mm 
> » 20 + 38.5 , +25 , 2% =|. 
” » 20 37 Cl, +245 , + 26 2 
7. , 20 +36, +23 , + 24,5 , 
- » 20 + 35.5 , + 23,5 , + 25 
. » 20 + 34.5 , +23 , + 24 
Qi? erste Stunde . . . + 20,2 +14 L196 
» szweite ,. i: oc + 18,7 +143 L 18.4 


3. Gdruna des Jensensarkoms in Ringerlésung und verschiedenen Seren. 
Die Gewebeschnitte wurden in Serum von Tumorratten hergestellt. B 
carbonatkonzentration der Ringerlésung und der Seren: 2,5. 10? nv 

Glucosekonzentration der Ringerlédsung und der Seren 0,2°,. 


Temperatur 37,6°. 


GefaB A. GetaB B. GetaB C GefaB D 


Versuchsfliissigkeit . - Ringerlésung Serum einer nore Serum ein. Ratte, Serum ein. Ratte 
malen Ratte bei der eine Imp. mit einem 


fung mitJensens Jensensarkom 


sarkom erfolglos 
geblicben war 


0, =2 Up =2 Up = 13 Up=2 
Volumina ... . ccm F f : 
| g = 11,32 Ug = 10,77 Ce = 12,4 Cg = 11,58 
Ss 0.185 0.169 0,0835 
= —_ bs S35 
a) = , a 


GefaBkonstanten, qmm COz >“ 


Schnittgewichte .. . 3,90 mg 5.48 mg 5,61 mg 5.66 mg 

Georomum ..+.---; 5% 9 COg mm Og 5% COQ in Og 5°%/9 COg mn Og 5°/9 CO in‘ 

Druckanderungen in m mm mm mm 
_ a + 12,5 + 10,5 + 11,5 + 13 
1, ee + 12.5 + 95 + 11,5 12.5 
10 +13 + 10 +115 +13 


| j-Ringer 1.103 xBinger _ 1,054 jBinger 1,164 j.Ringer 1127 
as = 1.424 ha = 1,384 _ 1.204 











Stoffwechsel von Carcinomzellen. 


Protokoll 3 (Fortsetzung). 
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Der Sauerstoff wird durch Stickstoff 


ersetzt 


astaum 5 COzg in Ng 5°%9 COQ in Ng 5 CO, in Ng 5 CO, in Nz 
Druckéanderungen in mm mm mm mm 

SS Se : + 19 20 +- 21,5 + 22,5 

ee ; + 19 + 18 + 19.5 +- 22 
Q\;* rs +215 15.6 170 | 176 
OS toe Se. Ke + $2.2 29.6 + 30.3 + 30.6 


*) Oy wurde erhalten, indem die 


Druckanderung in Sauerstoff pro Milligramm und Stunde 


4. Stoffwechsel des Roussarkoms in Ringerlosung, in Serum 


Huhne 8 und 


CO, baw. k y multipliziert wurde. 


Vgl. hierzu 0. Werburg, diese Zeitschr. 172, 440, 1926 


eines nor male n 


in Serum eines Roussarkomhuhnes* 


Temperatur 37,5°. 





Versuchsflussigkeit 


Bicarbonatkonzentration der 
Versuchsflussigkeit . 
Glucosekonzentration der Ver 
suchsflussigkeit 


Velemeige 2 3s ttc com 


| 
{ 

GetaBkonst. i. Ringerlés., qmm | 
Su 

| 

\ Jp 

Gefaiskonst. in Serum 


Schnittgewichte 
Gasraum 


- qmm 


Druckanderungen in 30’ 


GefaBkonst. i. Ringerlés., qam l 


Ju 
| 

J p/n 
GetaBkonst. in Serum . 
Gasraum 


qmm 


Druckanderungen in 36)’ 


Geta A.* GetaB B.** 


Ringerlosung Normales Huhner- 
serum 
2,5. 10-2 mol. 2.4. 10-2 mol 
0,20 ° 9 0,23 
Up 7 Up 7 
UG 644 Ug 671 
Ko, = 0,583 Ko, = 0,608 
KBinget — 0,945 Ktoe = 0,969 
0,070 
Ky = 1,459 
4.94 mg 4,39 mg 
5 9 CO» in Og 5%) COs in O, 
+ 19mm + 7mm 


GefaB C. ** 


Serum eines Rous- 
sarkomhuhnes *** 


12,25. 10-2 mol 
0,26 
Up 7 
VG 0.56 
Ko. 0,594 
KRIS — 095s 
0,090 
Ky = 1,585 


5,32 mg 
5%, COs in O» 


2mm 


Aus jedem Versuchsgefab werden 4cem Versuchs- 
fliissigkeit herauspipettiert 


ko, = 0,926 ko. = 0,950 
Ringer . Ringer L 
ke Og 1,081 ky Oe 1,105 
_ 0,084 
ky = 1,357 
5 yp COs in Og 5 %9 CO, in O2 


+ 23 mm + 15mm 


ke, 0,936 
Ringer 
Koo, 1,091 
0,108 
ky = 1,415 


5%, CO, in Og 


+ 15.5 mm 


* Die Gewebeschnitte wurden im Serum eines Roussarkomhuhnes angefertigt 
152, 57, 1924 

** Das Serum stammte von dem gleichen Tiere 
Roussarkom stammte 


** Form: siehe diese Zeitschr 


von dem das fiir den Versuch verwendete 
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Kubowitz: Stoffwechsel von Carcinomzellen. 


Protokoll 4 (Fortsetzung). 





Gasraum 
Druckanderungen in 20’ 


Stotl wechselg uc tienten 
Qo, 
Oo 
Cy 
N 
Ov 
is 
V 


No 
A 


in den Versuchsgefaben wird dure 
Stickstoff ersetzt 


Der Sauerstoff 


5 COxz in Ny 5 CO, in Ne 5 CO, in N 
24 mm 23.5 mm 24.5 m1 
§2 48 6.0 
+ 11.0 11,3 11,4 
16.0 91.8 + 19.6 
3.6 + 12,2 + 7,6 
22 % > $9 °% 

Ne 

v 

] 

Z 

. ' 

\ 

« 

I 








Uber Galaktoaraban der Lupinensamen. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 
A. Heiduschka und H. Tettenborn. 


\us dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Gairungschemie der Sachs. 
Technischen Hochschule.) 


(Eingegangen am 3. August 1927.) 


Den Lupinensamen fehlt die Starke fast ganz, da sie nur in unreifen 
Samen, und auch da nur in auBerst geringen Mengen vorkommt. Im 
wesentlichen enthalten sie zwei Kohlehydrate, von denen'das eine, die 
Lupeose, in Wasser léslich, das andere, das sogenannte Galaktoaraban, 
unléslich ist. 

Das Galaktoazaban steht seinem chemischen. Verhalten nach 
zweifellos der Starke nahe, und es war von Interesse, unsere Kenntnisse 
gerade iiber dieses Kohlehydrat tunlichst zu erweitern. Zum ersten 
Male berichten iiber Galaktoaraban EF. Schulze, Steiger und Maxwell’, 
die feststellten, daB beim Kochen der fein pulverisierten Lupinensamen 
mit verdiinnter Schwefelsiure oder Salzsiure eine zuckerhaltige, 
Fehlingsche Lésung reduzierende Fliissigkeit entsteht. Sie entfernten 
daraus die EiweiBstoffe und erhielten beim Eindampfen der Lésung 
einen Sirup, aus dem sich nach langerem Stehen Kristalle abschieden. 
Diese erwiesen sich auf Grund ihrer spezifischen Drehung und ihres 
Oxydationsproduktes, der Schleimsiure, als Galaktose. Im Laufe 
ihrer weiteren Untersuchungen trennten sie die gepulverten Lupinen- 
samen in einen léslichen Teil und einen unldéslichen Riickstand, den sie 
als para-galaktanhaltigen Riickstand bezeichneten und in dem sie 
Pentosen nachwiesen; und zwar glaubten sie, daB Arabinose vorliege, 
und daher bezeichneten sie von da an das Kohlehydrat als Galakto- 
araban. 


' BE. Schulze, E. Steiger und W. Marwell, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
14, 227, 1890. 
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Beim Betrachten der Ergebnisse der Arbeiten von E£. Schulz 
und seinen Mitarbeitern driingen sich ohne weiteres Bedenken ay 
die von den genannten Autoren schon selbst geiuBert worden sin 


Ehe irgendwelche Schliisse tiber die Zusammensetzung dies: 
vermutlichen Kohlehydrats geiuBert werden kénnen, ist zunachs' 
erforderlich, es zu isolieren. Dazu eignete sich die schon von Schul» 
und Steiger selbst angegebene Kaliumverbindung, die allerdings von 
diesen Autoren als Zersetzungsprodukt des vermuteten Galaktoarabans 
aufgefaBt wurde. 


Wir haben zunichst die Kaliumverbindung auf verschieden 
Weise durch Behandeln des Lupinensamens mit verdiinnter KOH 
erhalten. Jedesmal entstand sofort eine wesentliche Menge des gleichen 
Produkts mit den gleichen optischen Eigenschaften, und wir glauben 
mit Recht annehmen zu kénnen, daB es sich nicht wm ein Abbauprodukt 
handelt, sondern um das urspriinglich in den Lupinen vorhandene 


Kohlehydrat. 


Aus der Kaliumverbindung wurde das freie Galaktoaraban her- 
gestellt und daraus durch Kochen mit Salzsiure Pentose abgespalten 


Mit CuSO, gab Galaktoaraban eine gut  charakterisierbare 
Additionsverbindung, ahnlich wie sie Salkowski? bei Xylan erhalten 
hat. Gleichartige Verbindungen wurden mit Bleinitrat und Zinksulfat 
erhalten. Leicht zersetzliche Verbindungen entstehen mit Silber- und 
Quecksilbersalzen. Auf Grurd seines Verhaltens und der Elementar- 
analysen ist dem Galaktoaraban die Formel C,,H,,0,, zuzuschreiben 
entsprechend einem Trisaccharid aus zwei Molekiilen einer Pentose 
und einem Molekiil Galaktose : 


Cig Hy, 0, + 2 HO = 20, H,,0, + C, Hy. 0g. 


Experimenteller Teil. 


Zur Gewinnung des Galaktoarabans wurden die zerkleinerten 
Samen von der gelben Lupine (Lupinus luteus) im Soxhletapparat 
nacheinander mit Alkohol und Ather ausgezogen, der Riickstand 
zunichst mit kalter 0,2°,iger Natronlauge, zur Entfernung gewisser 
EiweiBstoffe, und dann mit heiBer 2°, iger Kalilauge extrahiert. Um 
ein méglichst vollkommenes Lésen des Kohlehydrats zu erzielen, wurde 
dabei so verfahren, daB der nach der Behandlung verbleibende Riick- 
stand portionsweise unter tiichtigem Umriihren bei kleiner Flamm: 


* aa. 0. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 162, 1901/02; 35, 240, 1902; 117 
48, 1921. 
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n die heiBe Kalilauge hineingegeben wurde. Das Filtrieren der alkali- 
schen Fliissigkeit bot betrachtliche Schwierigkeiten, da sich sowohl 
Faltenfilter als auch glatte Filter auf der Nutsche sehr bald verstopften. 
Als bestes Filter erwies sich Nesseltuch, das auf die Nutsche gegeben 
und haufig ausgewaschen wurde. Beim Versetzen des Filtrats mit 
Alkohol fiel die Kaliumverbindung gallertartig bis schleimig aus und 
lieB sich ebenfalls nur schwer abfiltrieren. Dabei zeigte sich, daB der 
Niederschlag verschieden ausfiel, je nachdem ob die Fallung in der 
Warme oder in der Kalte ausgefiihrt wwde. In der Kalte fiel die 
Substanz als steife Gallerte aus. War die Lésung jedoch warm, so 
wurde sie auf Zusatz des Alkohols dickfliissig, ohne daB eine eigentliche 
Fallung eintrat. Auch die Konzentrationsverhaltnisse spielen eine 
groBe Rolle dabei. War naimlich die Lésung des Kaliumgalaktoarabans 
sehr verdiinnt, so entstand auch bei starker Abkiihlung kein Nieder- 
schlag. Am besten gelang die Fallung, wenn die abgekihlte Lésung 
in den Alkohol, nicht umgekehrt, gegeben wurde. Das so gewonnene 
Produkt enthielt noch etwa 1°, EiweiB. Zur weiteren Reinigung wurde 
es wieder in Wasser gelést, zum Sieden erhitzt (zur Koagulation der 
EiweiBstoffe), stark verdiinnt, durch ein Faltenfilter heiS filtriert und 
nach dem Einengen wieder mit Alkohol gefallt. Nach dreimaligem 
Lésen und Fallen zeigte das Kaliumgalaktoaraban keine Biuretreaktion 
mehr, es war also eiweiBfrei. 

Zur Gewinnung des freien Galaktoarabans wurde die Substanz 
in Wasser gelést und in etwa n-Essigsiure gegossen. Erst nach Aus- 
waschen mit Alkohol, Trocknen im Vakuumexsikkator, Zerreiben und 
wieder Aufschwemmen im Wasser konnte das Galaktoaraban saurefrei 
erhalten werden. 

Das Kaliumgalaktoaraban ist in trockenem Zustande eine schwach 
gelbliche, faserige, leicht zerreibliche Substanz, léslich in kaltem, 
leicht léslich in heiBem Wasser. Die wisserige Lésung reagiert gegen 
Lackmus neutral. 

Als wichtigstes erschien zunichst, festzustellen, ob man allgemein 
bei der Behandlung der Lupinensamen mit Kalilauge immer zu der 
gleichen Verbindung gelangt. Zu diesem Zwecke wurden mehrere 
Praparate dargestellt, zum Teil nach verschiedenen Methoden. Pra- 
parat I wurde gewonnen, wie oben angegeben, ohne vorherige Behandlung 
der Samen mit Kochsalzlésung. Die Einwirkung der heiBen 2 °,igen 
Kalilauge betrug eine halbe Stunde. 

Praparat I] wurde in gleicher Weise gewonnen. Einwirkung der 
Kalilauge 11, Stunden. 


Praparat II. Die Samen wurden vorher mit 10°,iger Kochsalz- 
lésung behandelt. Einwirkung der Kalilauge 1 Stunde. 
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Die Substanzen wurden so lange umgelést und wieder gefallt, } 
sie keine alkalische und keine Biuretreaktion mehr zeigten. Dann 
wurde das spezifische Drehungsvermégen bestimmt. 


Priparat I: 1. [a)§) + 78,81°. 2. [a]#? + 77,99°. 
- Il: 1. [a] + 75,15°. 2. [a]¥) 76,43°. 
» IIT: 1. [a}}? + 76,98°. 


Die Differenz der gefundenen Werte fiir das spezifische Drehung- 
vermégen der drei Priiparate betragt im héchsten Falle 3,66° und lieg: 
innerhalb der Fehlergrenze. Man kann also aus den Werten schlieBen 
daB man bei der Gewinnung der Kalium-Galaktoarabanverbindung 
immer zu einer gleichen Substanz gelangt. 


Das Kaliumgalaktoaraban ist in organischen Lésungsmitteln 
unléslich. Alkohol, Ather, Chloroform, Aceton fallen es aus seine 
Lésung aus, wobei das mit Wasser nicht mischbare Fallungsmitte! 
lange Zeit emulgiert bleibt. Die wasserige Lésung wird durch Magnesiwn 
sulfat, Ammoniumsulfat und Kochsalz ausgesalzen und durch Phosphor 
wolframsiuwre ausgefallt. 


Analyse: 1,1669 g Substanz gaben 0,2022 ¢ K,SO,. 
CygH.gO,,KOH!: Ber.: 7,80°, K; 
Gef.: 7,78°% K. 


Versetzt man eine Lésung des Kaliumgalaktoarabans mit eine: 
verdiinnten Lésung eines Schwermetallsalzes, so entsteht eine Falhung 
Kupfersulfat erzeugt einen blauen, Bleinitrat und Zinksulfat einen 
weiBen Niederschlag, die alle sehr bestandig sind. Die Fiallung, dic 
durch Silbernitrat hervorgerufen wird, zersetzt sich jedoch sehr rasch 
unter Abscheidung von Silber. Calcitum- und Magnesiumsalze erzeugen 
nur in konzentrierten Lésungen Niederschlige. Um nun festzustellen 
ob diese Fallungen von konstanter Zusammensetzung sind, wurde dic 
Kupferverbindung unter verschiedenen Bedingungen dargestellt und in 
den dabei gewonnenen Niederschlagen das Kupfer bestimmt. 


Je 20 cem einer Lésung, die in 500 cem 7,5 g der Kaliumverbindung 
enthielt, wurden mit je 30ccm einer n/2, n/4, n/8 und n/16 Kupfer- 
sulfatlésung versetzt. Da, wie oben schon erwihnt, die Konzentrations 
verhaltnisse eine Rolle bei den Fallungen spielen, wurde bei der einen 
Versuchsreihe die Kupfersulfatlésung, bei der anderen die Lésung der 
Kaliumverbindung vorgelegt. Die entstandenen Niederschlage wurden 
abfiltriert und so lange gewaschen, bis in dem Waschwasser weder mit 
Ammonsulfid noch mit Ammoniak Kupfer nachzuweisen war. 


1 Koch, B. 20, 145, 1887; Prinson-Geerligs Chem.-Ztg. 21, 150, 1897 





AJ 


3 
P| 
we 


hy 








Uber Galaktoaraban der Lupinensamen. 207 





ms 1. Die Galaktoarabanlésung wurde 2. Die CuSO,-Lésung wurde zur 
Wn zur CuSO,-Lésung gegebden Galaktoarabanlésung gegeben 
Cud CuO 
CuS Ol osung ' CuS Og osung F 
& & 
n2 0.0480 n/2 0.0470 
n/4 0.0470 n/4 0.0480 
nS 0.0470 os 0.0470 
n/16 0.0475 n/16 0.0470 


Aus den vorstehenden Ergebnissen geht hervor, daS nicht nur 
: bei den verschiedenen Darstellungsweisen immer dieselbe Menge 
Cu-Verbindung entsteht, sondern auch, daB8 sie immer denselben Cu- 
. Gehalt hat, also auch eine konstante Zusammensetzung besitzen mub 

Bei der volistindigen Analyse der Verbindung, deren qualitative 
n Analyse noch das Vorhandensein von Schwefelsiure ergab, resultierten 
‘t folgende Werte: 


; 5,259 mg Substanz gaben 6,087 mg CO, und 2,080 mg H,O 





0.2746 g e ‘is (elektrolytisch) 0,0287 g Cu 
0,2542 g ” » 09,0975 ¢ BaSO, 
Getunden Berechnet fiir C;¢H2,O,, CuSO, 
C 31,51 C 31,79 
i 4.43 H 4.63 
Cu 10,45 Cu 10.60 
! SO, 15,72 SO, 15,90 


Analyse des Galaktoarabans. 


0,2247 ¢ Substanz gaben 0,3543 ¢g CO, und 0,1287 g H,O 





l Gefunden Berechnet fiir C,, Hy,O,, CuSO, 
i 

Cc 42.99 Cc 43.24 

H 6,41 H 6.31 


Beim Kochen des Galaktoarabans mit 12 °,iger Salzsiwre wahrend 
3 Stunden wurde ein Destillat erhalten, in dem einwandfrei durch die 
Phloroglucinprobe Furfurol in betrichtlichen Mengen festgestellt wurde, 
wodurch das Vorhandensein von Pentosen auch in dem isolierten Kohle- 


hydrat erwiesen war. 























Synthese der durch Hydrolyse des Roh-Oryzanins entstehenden 
B-Siure (2,6-Dioxychinolin-4-carbonsaure). 


Von 
Yoshikazu Sahashi. 


(Mitgeteilt von Prof. U. Suzuki aus dem Biochemical Laboratory, Institut 


of Physical and Chemical Research Tokyo, Japan.) 
(Eingegangen am 4. August 1927.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


In seiner letzten Mitteilung! auBerte der Verfasser auf Grund 
seiner Abbauversuche die Ansicht, daB der 8-Saure héchstwahrscheinlic |i 
folgende Formel zuzuschreiben ist: 


COOH COOH 
HO f HO— 
—_ 
= 
_ ~—OH co 
N NH 
8-Saure Tautomere Form. 


= 2, 6-Dioxychinolin-4-carbonsaure. 


Diese Annahme wurde in der Folge durch die Synthese der Roser- 
schen p-Methoxy-N-methyl-a-chinolin-y-carbonsiure bestatigt. Div 
synthetische Saure wies namlich mit dem Dimethylderivat der B-Saw: 
das durch Einwirkung von Dimethylsulfat auf dieselbe erhalten worden 
war, vollkommene Ubereinstimmung auf. 


! Diese Zeitschr. 159, 221, 1925; 168, 69, 1926. 
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Y. Sahashi: Svnthese der 2. 6-Dioxvehinolin-4-carbonsaure au 


Somit war nur noch die Synthese der freien p-Sawe zu bewerk- 
elligen. Im Jahre 1921 stellte J. Halberkann aus p-Anisidin und 
hvlketomalonat die 6-Methoxy-2-oxo-1, 2-dihydrochinolin-4-carbon 
we dar. Der Verfasser machte nun darauf aufmerksam, daB diese 

Siure mit dem 6-Methoxy-derivat der f-Saure identisch sein diirfte 
laher wurde die 6-Methoxy-2-oxo- 1, 2-dihydrochinolin -4-carbon- 
saure nach der Methode von Halherkann bereitet und mit Hilfe de 
Zeselschen Reaktion in die 6-Oxy-2-oxo-1. 2-dihyvdrochinolin-4-carbon- 
sure iibergefiihrt. Auf diese Weise wurde die vollige Identitat det 
etztgenannten Saure mit der aus dem Roh-oryzanin § erhaltenen 
j-Saure erwiesen und zugleich die Konstitution der f-Saure endgiiltig 
ifgeklart. 


COOH COOH 
HO CHO 
OH 
N N 
( /-Saure (hininsaure 
CH SO, CH.J bei 130 
v = J 
COOH COOH 
CH,O NaOH CH,O 
<= 
CO 
N N 
J 
CH CH 
p-Methoxyv-N-methyl-«-chinolon- Chininsaure-J odmethylat 


-carbonsaure 


HJ bei 130 
vy bis 140°( 


~~ 
COOH COOC,H 
HO CH,O 
co co 
N N 
CH, CH 


p-Oxy-N-methyl-«-chinolon- p-Methoxy-N-methyl-«-chinolon- 
-carbonsaure ; -carbonsaure-iathylester 
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COOUC,H, 
CH,O 
CO Roh-oryzani 
NH 
COOC,H, 
p-Anisidin Athylketomalonat y 
/ COOH COOH 
y, 
CH,O — HO HO 
I VI tad 
CO co OH P 
NH NH N { 
5-Methoxy-3-oxy-2-keto- 6-Oxy-2-oxo-1, 2- }-Saure | 
dihydro-indol-3 carbon- dihydro - chinolin- 
saures Athyl 4-carbonsaure \ 
KOH oes — 
v HC! HJ 130° ( ierung y 
COOH \ COOH 
H 
CH,O C~oy CH,O CH,O 
I] V 
cq CQO co 
NH NH N 
CH 


5-Methoxy - 2 - keto- 
3-oxy-dihydro-indol 


Fe( ] ©) 
v 
CH,O CO Acetylieren 
IIT > 
CO 
NH 


5-Methoxy-isatin 


6-Methoxy -2-o0xo- 
2-dihydro-chinolin- 
4-carbonsaure 


p-Methoxy-N-methyl 


-chinolon-> -carbonsaure 


NaOH *H,SO, 


COO! »H 
CHO CO CHO 
IV ) 
CO CO 
N N 
co 
CH 
CH 
1-Acetyl-5-methoxy- p-Methoxy-N-methy 
isatin a-chinolon-»-carbor 


siure-athylester 


Experimenteller Teil. 


' pP Methoa i 


\ methyl a chi olon y carbo? sare Gaus 


('} naaure us 


Zuniichst wurde die Chininsaure (Schmelzpunkt 280°) nach Shraup' 


aus Chininsulfat 


t Skraup, M. 2. 


580 


( Japanische 


Pharmacopea) dargestellt und dies 
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edann nach Claus und Stohr? in Chininséiure-jodmethylat (Schmelz- 
pankt 207 bis 208°) tibergefiihrt. Wurde letzteres nach Re ser 2 in kon- 





@°s 4, 


Abb. 1 Abb. 2 
Naturl. 3-Saure, C,, H; NO, Naturliche %Saure 
(1: 47) C,,»H;NO,.H,O (1: 110 





«s 
> 
Abb. 3 Abb. 4 
p- Methoxy-N-methy! Synthetische ?-Saure 
eschinolonsy-carbonsaure C,,H-NO, (1.40 
aus naturlicher Saure 
(1:47 


zentrierter Natronlauge gelést. so schied sich die p-Methoxy-methyl- 
chinolon-carbonsiure neben der p-Methoxy-methyl-dihydrochinolin- 


Claus und Stohr, A. 276. 268. 


* Roser, A. 282, 367 








Y. Sahashi 


carbonsiure in Gestalt gelber Nadeln aus. Die Substanz gab kei 
Ferriferricvanidreaktion und war mit dem Dimethylderivat der B-Sa 





Abb. 5. Abb. 6 
Synthetische 3-Saure, p»Methoxy-N-methyl- ' 
C,oH;NO,.H,O (1: 120). e+chinolonsyscarbonsaure 


aus Chininsaure (1 : 47) 


vollkommen identisch; sie wurde bei 120 bis 130° getrocknet und 





analysiert : 
0.1068 ¢ Substanz _ ; ; 0.2427 ¢ CO, 0.0450 ¢ H,O 
6.58 meg ‘ ~ 2 © « « « « « OF870cem N (15°, 756,25 mm 
6.11 - ~ aa et ris ¢ = ae ae N (15°, 755.25 .. 
6.48 _ ™ “ee _ aw « 5 = re a See, See . 2 
0.2255 2 = a &, wee we a ee eee 
Cc H N OCH, CH, 
| _ —_— 6.52 — _ 
CoH, NOg(CHs)9, gef. - 61.98 4.58 6.43 13,17 6,37 
| _— 6.11 — 
ber. . 61,80 4,72 6.01 13.30 6.44 


Die Substanz schmilzt im Kapillarrohr gegen 295° (unkorrigiert 
unter Zersetzung, also etwas niedriger als die Dimethyl-f-Saure. Eine 
Mischprobe mit Dimethyl-8-Saure zeigte jedoch keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. 


z. p-Oa yu-N methyl “a chinolon-y carhonsdure aus Chininsdure. 


Die aus Chininsdure dargestellte p-Methoxy-N-methyl-a-chinolo: 
y-carbonsaure wurde nach Zeisel mit konzentrierter Jodwasserstoffsaun 
erhitzt, um eine — OCH,-Gruppe abzuspalten. Nach dem Erkalten 
der Fliissigkeit schied sich die p-Oxy-N-methyl-a-chinolon-y-carbonsaw 
kristallinisch aus. Mit der aus Dimethyl-f-Séure auf dieselbe Weis 
gewonnenen Substanz ergab sich vollstandige Identitat. Die Fen 
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ricvyanidreaktion ist positiv. Im Kapillarrohr schmelzen beide Sauren 
ei 304 bis 310° (unkorrigiert). Eine Mischprobe beider Praparate zeigte 
eine Depression. 


Die Substanz wurde bei 120 bis 130° getrocknet und analysiert 





0.0729 g Substanz . . ... . . . 0,1602g CO,, 0,0280g H,O 
5.88 mg a 0.308 cem N (15°, 757.3 mm) 

C H N 

H.O,.N(CH,)OH, gef. ... 59.93 4.27 6,99 

- ber. 60,27 4.11 6,39 


Lfh yle ste? der p-Methoa 4 A methyl a-chinolor y carbonsaure aur B Saure 


how. aus Chininadure 

Die aus der Chininsdiure dargestellte p-Methoxy-N-methyl-a- 
chinolon-y-carbonsaure wurde in wasserfreiem Alkohol suspendiert und 
trockenes Salzsauregas bis zur vollstandigen Liésung der Kristalle ein- 
geleitet. Beim Verdampfen des Alkohols im Vakuum schied sich der 
\thylester in hellgelben Nadeln aus, die sich in absolutem Alkohol 
mit griiner Fluoreszenz lésten. Das gereinigte Praparat wurde iiber 
ad Natronkalk im Vakuumexsikkator getrocknet Es schmolz bei 166 
his 167° (wnkorrigie:t) Der aus der Dimethyl-f-Saure in analoger 
Weise dargestellte Athylester wies ebenfalls genau denselben Schmelz- 

punkt auf, die Mischprobe zeigte keine Schmelzpunktserniedrigung. 


Analyse des Athylesters. 


1. Dargestellt aus der Dimethyl-8 Saure: 





0.0712 g¢ Substanz ....... . . 0,1654g CO,, 0,0374¢ H,O 
6.98 mg - . . . « « O3817 cem N (15°, 766.5 mm) 
( H N 
(,,H,,NO,. gef. , 63,36 5.54 5,34 
% ber. ; 64,37 5,75 5,36 


2. Dargestellt aus Chininsaéure: 





0,0745 ¢@ Substanz ... . . . . . 01748 ¢ CO,, 0,0393 g H,O 
7.07 me a ~ e © © «© ew ew te O 844 com N (15°, 770.5 mm) 
6,61 en - a ae . 0,325 » WN (15%, 756 » 3} 
( H N 
‘ { 63,99 5.86 5,75 
CigHgNO,, gef. “7 : ae 5.70 
- ber. . : 64,37 5,75 5.36 


Die Analysen der beiden Athylester stimmten also vollkommen 
iiberein 


i4* 
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6-Methoxy-2-0x0-1, 2-dihydrochinolin-4-carbonsdure (V). 


Die in diesem Versuch verwendete 6-Methoxy-2-oxo-1, 2-dihydro. 
chinolin-4-carbonsaure wurde nach J. Halberkann' aus p-Anisidin wi! 
Athylketomalonat (Kahibaum) hergestellt. Zu diesem Zwecke wuri: 
zuerst der 5-Methoxy-3-oxy-2-keto-dihyd1o-indol-3-carbonsaéure-ath \ 
ester (1) vom Schmelzpunkt 193 bis 194° (unkorrigiert) dargestellt wn 


durch sukzessive Behandlung mit n KOH und verdiinnter Salzsiure 


in 5-Methoxy-2-keto-3-oxy-dihydro-indol (I1) iibergefiihrt. Bei weitere: 
Oxydation mit Ferrichlorid und Luftsauerstoff wurde 5-Methox 
isatin (111) vom Schmelzpunkt 195° (unkorrigiert) und durch Acetylieren 
des letzteren mit Essigsiureanhydrid das 1-Acet yl-5-methoxy-isatin (1\ 
vom Schmelzpunkt 141 bis 142° (unkorrigiert) erhalten. Dieses wurd: 
alsdann in 6-Methoxy-2-oxo-1, 2-dihydro-chinolin-4-carbonsiure  (\ 
iibergefiihit. Beim Erhitzen dieser Substanz mit Zinkstaub wurde 
Chinolingeruch wahigenommen, wihrend das _ 1-Acetyl-5-methoxy 
isatin bei derselben Behandlung die Indolbase lieferte. 

Die Methoxylbestimmung nach Zeisel gab folgendes Resultat 
(Jodwasserstoff spez. Gew. 1,7): 


0,4874 ¢ Substanz (im Luftbad bei 130° getrocknet). 0,5186g¢ Ag J 
0.2161 g Ss ee - . 130° ‘ ). 0,2317¢ AgJ 
0.3569 g " i ” » 130° - ). O.3817 g AgJ 


Methoxyl. 
C,,H,NO,. Ber.: 14,16 
Gef.: 14,04 14,16 14,12 


6-Oxy-2-0x0-1, 2-dihydrochinolin-4-carbonsdure (V1) (synthetische B-Sdure) 


Verdiinnt man den Riickstand der Methoxylbestimmung von 
6-Methoxy-2-oxo-1, 2-dihydro-chinolin-4-carbonséiure mit Wasser, so 
scheidet sich ein amorpher gelber Niederschlag in reichlicher Menge 
aus. Dieser Niederschlag wurde nacheinander aus Alkohol, Natronlauge 
und Salzsiwre umkristallisiert, und zwar genau ebenso wie bei de1 
Reinigung der aus Roh-oryzanin erhaltenen £-Saéure. Die synthetische 
B-Saure (6-Oxy-2-oxo-1, 2-dihydro-chinolin-4-carbonséure) gibt starke 
Diazo-, Ferriferricyanid- sowie die Thalleiochinreaktion und schmilzt 
noch nicht bei iiber 310°. Behandelt man die synthetische Saure mit 
Natronlauge, Alkohol und Salzsiure, so erhalt man gelbe Nadeln 
(Abb. 5), die 1 Mol. Kristallwasser enthalten, ebenso wie die natiirliche 
f-Saure aus Roh-oryzanin. 


' J. Halberkann, Ber. 54, 3079, 1921. 
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Kristallwasserbestimmung. 


0.1033 g Substanz (im Vakuum bei Zimmertemperatur tiber Chlorcalcium 
trocknet) verloren nach dem Trocknen im Luftbad bei 150° C 0,0084 ¢ H,O. 





Kristallwasser 


Cyo H; NO,.H, 0, gef.. . alow 8,13 
| AS ae 8,07 


Elementaranalyse. 


0,0761 g (bei 150° getrocknet) gaben 0,1620 g¢ CO,, 0,0252 ¢ H,O 





12,25 mg (,, 150° - ) » 0,725cem N (24°C, 761,5 mm) 
CG H N 
CoH; NO,, gef. 58,06 3,68 6,62 
x ber. 58.54 3.41 6,83 


Beim Umkristallisieren der nadelférmigen Kristalle der synt hetischen 
p-Saure aus heiBem, absolutem Alkohol erhalt man kristallwasserfreie 
Prismen (Abb. 4). Dieses Verhalten entspiricht dem der natiirlichen 
p-Saure aus Roh-oryzanin. 

0.0566 g Substanz (im Vakuumexsikkator iiber CaCl, bei Zimmertemperatur 
getrocknet) verloren nach dem Trocknen im Luftbad bei 150° nur 0,0001 g 


an Gewicht. 14,37 mg Substanz (bei 150° getrocknet) gaben 0,850 cem N 


(25° C, 753 mm). 





N 
Cy oH; NO,q, gef. 6,50 
ber. . ; 6,83 


” 


p-Methoxy-N-methyl-a-chinolon y-carbonsdure aus synthetischer B-Sdure. 


Da die synthetische £-Saure noch nicht bei iiber 310°C schmilzt, 
wurde sie in p-Methoxy-N-methyl-a-chinolon-y-carbonsaure iibergefiihrt, 
und zwar duwech Methylierung mit Dimethylsulfat und Kalilauge. 
Diese Saure wurde dann weiter in den Athylester verwandelt. Hin- 
sichtlich des Schmelzpunkts und anderer Eigenschaften stimmte dieser 
Ester mit dem aus natiirlicher fB-Saure in analoger Weise bereiteten 
Ester vollkommen iiberein. 


18.21 mg Substanz (bei 100°C getrocknet) gaben O.8S83cem N (24°C, 


757.5 mm). 





C,,H,,NO,, gef ie apree 5,34 
ber. . . eee ol 5.36 





Uber die biochemische Uberfiihrung 
von Oximino-brenztraubensiure in Alanin. 


Von 
Kurt Maurer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 4. Auqust 1927.) 


Die Untersuchungen iiber die phytochemische Reduktion! haben 
gelehrt, daB Substanzen avs vielen Gruppen, die einer Reduktion mit 
chemischen Methoden fahig sind, auch auf biochemirchem Wege 1 
duziert werden kénnen. Die Umwandlungen von Aldehyden und Ketonen 
in primare und sekundire Alkohole, von Thioaldehyden und Disulfiden 
in Merkaptane, von Nitro- und Nitroso-ké:pern sowie substituierten 
Hydroxylaminen in Amine sind die bekanntesten Beispiele dieser Art 
Interessanterweise haben nevere Untersuchungen von H. Meerwein 
und R. Schmidt? ergeben, daB diese phytochemische Reduktion in 
bemerkenswertem Umfange parallel geht mit der Reduktion der 
entsprechenden Verbindungen durch Aluminium- bzw. Magnesium 
alkoholat. Ferner ist auBer beim Phenylhydroxylamin auch die phyto 
chemische Reduktion von Oximen gelungen, und zwar die des Chinon 
monoxims und Chinondioxims, die H. Liiers und J. Mengele® » 
schrieben haben. 

Bisher nicht ausgefiihrt ist die biochemische Synthese einer Amino 
sdiure nach dem Verfahien der phytochemischen Reduktion. Als Substrat 
wihlte ich die [sonitroso-brenztraubensdure; diese Verbindung ist bereits 
auf rein chemischem Wege, namlich durch Behandlung mit Zinn und 
Salzsiure, von H.Gutknecht* zu Alanin reduzieit worden, und es » 
daran erinnert, daB die erste Totalsynthese des Lysins von Z. Fise/ 
und F. Weigert® aus a-Oximino-)-cyanvaleriansiwe-athylester dure! 
Reduktion mit Alkohol und Natrium bewerkstelligt worden ist. 


1 Vgl. C. Neuberg und G. Gorr, Phytochem. Reduktionen; Abderhald: 
Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. IV, 8. 645, 1927. 

2 A. 444, 229, 1925. 

3 Diese Zeitschr. 179, 238, 1926. 

* B. 18, 1118, 1880. 

5 B. 35, 3772, 1902. 
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Tatsichlich gelingt die Reduktion des Brenztraubensdureoxims 
mit garender Hefe. Die Einzelheiten der Aufarbeitung ergeben sich 
s dem experimentellen Teil. DaB die gebildete Aminosaure nicht 
twa dweh Abbau von Hefenprotein entstanden, sondern aus dem 
brenztraubensaurederivat hervorgegangen ist, folgt aus dem Umstande, 
§ das isolierte Alanin optisch inaktiv ist. Ubrigens findet sich das 
\lanin im HefeneiweiB nach den Untersuchungen von C. Neuberg' 
sowie von J. Meisenheimer® nur in sehr kleinen Mengen vor; auch waren 
die Arbeitsbedingungen derart, daB eine Abspaltung der Aminosaure 
us dem HefeneiweiB, wie die Kontrollversuche ausweisen, nicht in 
Ketracht kommt. 

Nach den bisherigen Erfahrungen kann sich eine natiirliche Syn- 
these von Alanin aus Brenztraubensiwre auf dem Wege tiber die Imino- 
saure® vollziehen. Die mitgeteilten Daten zeigen, daB auch die erste 
Oxydationsstufe der Iminoséiure, die Oximinosiure, biologisch an- 
greifbar ist. 

Experimenteller Teil. 

800 ¢ Rohrazvcker wurden in 3200cem Leitungswasser unter 
Erwirmen auf 40° gelést und mit 800g gut abgepreBter Unterhefe 
Schultheiss-Patzenhofer) zur Angarung gebracht. Sobald die Kohlen- 
siureentwicklung lebhaft geworden war, erfolgte mittels Tropftrichter 
der Zusatz einer Lésung von 20g Brenztraubenséureoxim in 400 cem 
Wasser. Die Oximinobrenztraubensiure wurde nach der Vorschrift von 
V. Meyer und A. Janny* hergestellt. Die Zugabe der Lésung wurde 
so geregelt. daB die Garung nie in Stillstand gerict. Zumeist nach 
5 Stunden war das Eintropfen beendet; nach 60stiindigem Stehen- 
lassen bei Raumtemperatur war keine Reduktion mit Fehlingscher 
Lisung mehr festzustellen, also der vorhandene Zucker verbraucht. Das 
Gargut wurde hierauf durch Zentrifugieren vom Hefenschlamm befreit 
und in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade stark eingeengt. 
Die hierbei sich abscheidenden EiweiBstoffe wurden wiederum ab- 
geschleudert. Vom Zentrifugat, das ein Gesamtvolumen von 500 cem 
besaB, wurden 250 ccm nach Ansiuern mit Schwefelsiure wiederholt 
mit viel Ather ausgeschiittelt, um etwa vorhandenes Oxim zuriick- 
zugewinnen. Nach dem Abdunsten des Athers blieb kein Brenztrauben- 
siureoxim zuriick, ein Ergebnis, das auch bei verschiedenen Vor- 
versuchen erzielt wurde. Die mit Lauge genau neutralisierten wasserigen 


' Wochenschr. f. Brauerei 82, 319, 1915. 

2 H. 104, 229, 1919. 

3 Vgl. hierzu H. Wieland und F. Bergel, A. 489, 196, 1924; F. Knoop 
und H. Oesterlin, H. 148, 294, 1925; M. Bergmann und F. Stern, A. 448, 


20, 1926. 
‘ B. 18, 1527, 1882. 
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Léisungen wurden auf 200 ccm eingeengt, zum Sieden erhitzt, ) 





dem gleichen Volumen heiBen Alkohols versetzt und heiB zentrifugier de 

Bei dieser Operation fallt etwa gebildetes Alanin nicht aus, wie dur Ver 
Vorversuche sichergestellt war. Die im Vakuum zur Trockne ein. & ex 
gedampfte klare Lésung hinterlieB einen Sirup, der zweimal mit 


solutem Alkohol in vacuo zur Trocknung eingedampft wurde. det 
Um das Alanin aus dem Substanzgemisch isolieren zu kénne: na 
wurde zunachst der Sirup direkt der Benzoylierung, in einem zweiten FJ &\ 
Versuch der Behandlung mit a-Naphthylisocyanat unterworfen, doc| lie] 
konnte keine kristallisierte Substanz aus dem Gemisch der Reaktion: 
produkte erhalten werden. Zum Ziel fiihrte die Veresterungs 
methode nach Emil Fischer. Der Sirup wurde in 200 ccm a! 
soluten Alkohols gelést. dann wurde ohne Kiihling ein kraftigy det 
Strom getrockneten Salzsiuregases bis zur Sittigung eingeleitet gel 
Hierbei ging der gréBte Teil des Sirups in Lésung; nach 4 Stunde: vol 
wurde in vacuo eingedampft, mit 250 ecm absoluten Alkohols aw tie 
genommen und wieder mit Salzsiure gesittigt. Nach abermaligen we 
Eindampfen wurde der Riickstand in 60 cem Wasser gelést und nac! im 
Zugabe von 33°, iger Natronlauge sowie festem Kaliumecarbonat freier 18 
Aminosaiureester durch Ausiithern gewonnen. Die Atherlosung wurc 60) 
10 Minuten mit festem Kaliumcarbonat durchgeschiittelt und dam au 
12 Stunden iiber gegliihtem Natriumsulfat belassen; dann wurde de J 
Ather bei 35° vertrieben. Die stark konzentrierte Lésung wurde nunmeh 38 
der fraktionierten Destillation unter vermindertem Druck unterworfe: + 
und nachdem die Atherreste entfernt waren, 7,6 g Sirup aufgefangen ge 
Dieser Sirup wurde fraktioniert destilliert und eine Fraktion von 45 ly: 
bis 75° bei p = 14 bis 18 mm aufgefangen (4.5 g); eine zweit: t 
Fraktion von 80 bis 110° bei p = 15 bis 20 mm ergab 1.6 g eines dick orl 
fliissigen Oles; der Riickstand im Kolben zersetzte sich. Fraktion | ae 


wurde mit 25cem Wasser am _ RiickfluBkiihler so lange gekocht 
bis die alkalische Reaktion verschwunden war. In vacuo wurde bei 45 
eingedampft und die abgeschiedene kristalline weibe Masse in weniz 
heiBem Wasser gelést. Nach Zusatz des doppelten Volumens an al 
solutem Alkohol und Aufbewahren im Eisschrank begann nach kurzer 
Zeit die Kristallisation der Aminosaiure. Nach Absaugen und Trockne: 
hinterblieben 3g weiBer Kristalle, die bei 284° (unkorrigiert) unter 
Aufschaumen schmolzen. Ein Vergleichspraparat von d,1-Alanin zeigt: 
denselben Schmelzpunkt, ebenso eine Mischschmelzprobe. 

Zur weiteren Identifizierung wurden 0,9 g Substanz in 10 cc: 
Natronlauge gelést, 2 g a-Naphthylisocyanat tugegeben und nach de 
Vorschrift von C. Newberg und A. Manasse' verarbeitet. Das erhalter 


’ B. 88, 2359, 1905. 
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\aphthylisocyanat-alanin zeigte nach zweimaligem Umkristallisieren 
den Schmelzpunkt 192° (unkorrigiert) unter Zersetzung. Ein zum 
Vergleich hergestelltes Praparat wies den gleichen Schmelzpunkt auf, 
ehenso die Mischschmelzprobe. Die wasserige Léisung der Substanz 
zeigte keinerlei Drehungsvermégen. DaB keine optische Aktivierung 
der Aminosiure eintrat, liegt wahrscheinlich daran, daB der hierfiir 
nach F. Ehrlich notwendige groBe ZuckeriiberschuB fehlte, vielleicht 
auch daran, daB der nach den Feststellungen! desselben Autors férder- 
liche Biokatalysator nicht hinzugefiigt worden war. 


Kontrollversuch. 


Um zu beweisen, daB das vorliegende Alanin nicht durch Autolyse 
der Hefe entstanden war, wurde gleichzeitig ein Kontrollversuch unter 
genau den gleichen Bedingungen wie im Hauptversuch, nur ohne Zugabe 
von Brenztraubensiureoxim angestellt und aufgearbeitet. Der resul- 
tierende Sirup wurde verestert und der Vakuumdestillation unter- 
worfen, wobei nur eine Fraktion erhalten wurde, die der Fraktion II 
im Hauptversuch entsprach, némlich 1,5 g bei 80 bis 110°, p = 14 bis 
18mm siedender Substanz. Dadurch ist der Beweis erbracht, daB bei 
HOstiindiger Autolyse bei Zimmertemperatur keine niederen Aminosauren 
auftreten, ein Resultat, das in voller Ubereinstimmung mit den Angaben 
J. Meisenheimers steht; denn nach seinen Erfahrungen konnten aus 
3850 g Hefe, die 26 Tage bei 37° der Autolyse unterworfen Waren, nur 
3.3 g Alanin isoliert werden. Die Verseifung des hochsiedenden Ester- 
gemisches und Kristallisationsversuche mit dem Produkt der Hydro- 
lyse fiihrten zu keinem kristallisierten Koérper. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich ehr- 
erbietigst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel, mit denen vorliegende 
Untersuchung ausgefiihrt werden konnte. 


1 Diese Zeitschr. 182, 245, 1927. 


Uber eine Apparatur 
zur Messung und Beeinflussung des Gasstoffwechsels von 
Lebewesen und einige damit erhaltene Ergebnisse. 


Von 
W. Schoeller, M. Gehrke und 8S. Michael. 


{Aus dem Hauptlaboratorium der Chemischen Fabrik auf Actien (vorn 
E. Schering). Mitteilung X. | 


(Eingegangen am 6. August 1927.) 


(Mit 2 Abbildungen im Text.) 


I. 

Die gebrauchlichen Apparaturen zur Messung des Gasstoffwechsels 
sind im allgemeinen recht unhandlich und nicht einfach zu bedienen 
Dariiber hinaus erfordern die Analysen der Gasgemische ziemlich viel Zeit 
und Arbeit. Anderungen in den Lebensbedingungen der Versuchsobjekt: 
durch Variation der zur Atmung dienenden Atmosphare sind gewéhniic! 
nicht méglich. Wir stieBen auf dieses Problem durch die Mitteilung 
O. Warburgs (1), dem-es gelang, durch Herabsetzung des Sauerstoff 
partialdruckes der Atemluft den Stoffwechsel von Tumorzellen in viv: 
weitgehend zu beeinflussen. Dasselbe Problem wurde angeschnitten 
bei der Untersuchung des Stoffwechsels von Schimmelpilzen. Es bestan¢ 
die Hoffnung, durch diese Methode auch bei anderen Zellarten cin 
Umstimmung des Stoffwechsels herbeifiihren zu kénnen und so inte! 
essante Einblicke in die Lebensverhaltnisse bestimmter Zellarte: 
oder Lebewesen zu erhalten. Zu diesem Zwecke benétigten wir ein 
einfache, leicht zu bedienende Apparatur, von der wir im folgende: 
einige Ausfiihrungsformen beschreiben. Der Apparat ist zum Paten' 
angemeldet. 

Il. 


Das Prinzip ist im wesentlichen dadurch gegeben, daB bei ko 
stantem Volumen der Apparatur die Atmungskohlensiure im Versw 
raum durch eines der iiblichen Absorptionsmittel absorbiert wird. » 
daB fiir den verbrauchten Sauerstoff automatisch frischer nachstrém' 
wodurch fiir eine konstante Zusammensetzung der Versuchsat mosp)h." 
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be konstanter Temperatur unter normalem Atmospharendruck Sorge 
yetragen ist. Will man die Versuchsatmosphare andern, so verdrangt 
man die Luft aus der Apparatur durch ein anderes Gasgemisch und 
lait dann Sauerstoff nachstrémen, oder man laBt statt des Sauerstoffs 
en anderes Gas oder Gasgemisch nachstrémen, bis der gewiinschte 
Anderungsgrad erreicht ist, alsdann wieder reinen Sauerstoff. Wenn 
man ferner fiir Ersatz des Kohlensaureabsorptionsmittels sorgt, labt 


sich der Versuch beliebig lange ausdehnen. 


Il. Apparat fiir niedere Lebewesen. 
Kine dreifach tubulierte Glasglocke wird durch Schrauben luftdicht 
auf ee ebene Messingplatte mit Gummiring gedriickt. In der Glocke 
befindet sich der Aufnahmebehalter fiir das 


Absorptionsmaterial, z. B. Natronlauge — be- (Tt) I ; 
kannter Zusammensetzung. Dariiber befindet \ 


sich auf einem Siebtisch das zu untersuchende 
Objekt. Durch den mittleren Tubus reicht 
ein Rohr, das einen Dreiweghahn und ein 
graduiertes GefaB tragt, zum Boden der Absorp- 
tionsschale. Durch einen anderen Tubus ist ein | | 
Tropftrichter mit dem Ablaufrohr bis in die } 

Schalenhéhle gefiihrt, wahrend der dritte Tubus a vere | 
ein kurzes Hahnrohr tragt, das mit einem Gas- Abb. 1 

behalter unter Zwischenschaltung eines Blasen- 

zihlers (zur Vermeidung der Diffusion) in Verbindung steht. Durch 
den Tropftrichter wird die Natronlauge erganzt, von der zuvor ein 
abgemessenes Quantum durch den mittleren Tubus entnommen wurde, 
und deren Gehalt an Carbonat man titrimetrisch ermittelt. Die nach- 





gestrémte Gasmenge, entsprechend dem Verbrauch an Sauerstoff, ist 
am Gasometer ablesbar. Der Gasstoffwechsel ist somit meBbar, wobei 
das haufig schadlich wirkende dauernde Durchleiten von Gas _ ver- 
mieden ist. 
Versuch 1. 

Im Versuchsraum Luft, im Gasometer Sauerstoff. Als Versuchsobjekt 
dient eine Kultur von Aspergillus niger auf Brot. Der Gasstoffwechsel 
ergibt sich aus folgender Tabelle: 





Saverstoffverbrauch reduziert C O,-Entwicklung 


Tag ccm com 
l 60 70 
2 355 290 
3 40) 410 
4 600 660 
7) HO 5HO 


Zusammen: 1975 


1990 
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Der respiratorische Quotient ist also 1, wie ja bekannt,. die Ausbeut 











an tixen Sauren sind normal. Im Gargut wurden gefunden: 11 Citron 
siure, 9°, Oxalsiure. (Die Autfarbeitung geschah durch Extraktion | 
Salzsiure und Fillung mit Ammoniak: die Trennung der Sauren pac! n 
Butkewitsch (2). ; 
Versuch 2. ny 
lm Versuchsraum Sauerstoff, im Gasometer Sauerstoff. Sonst 
Versuch 1. Tabelle des Gasstoffwechsels : 
ge 
, Sauerstoffverbrauch reduziert C O,-Entwicklung 
ac 
. com ccm 
l ISO) WW) 
2 600 590 
3 1300 1110) 
4 L800 1630 Le 
5 1500 1280) : 
6 450 400 Ww 
7 230 270) cel 
S 0 0 id 
4 rf 0 - 
Zusammen: 6060 D370 mi 
\n 
Das Gairgut wurde in 4 Teilen aufgearbeitet, die Ausbeuten waren St 
bet 
Versuchstag 1 2 3 4 
Oxalsiure 12.2 30.0) 300 27 
Citronensaure 10,2 7.2 18.4 16.0) we 
we 
Versuch 3. sic] 
Im Versuchsraum ein Luftstickstoffgemisch 1:1. Tabelle des Gas im 
stoffwechsels: hat 
; Sauerstoffverbrauch reduziert C O2-Entwicklung nu 
'e n 
8 ccm com ki 
im 
l DO 0) 
2 240 260) 
3 450 510 
4 300 450 
5 420 D40 
6 Loon SOO 
7 420) 5d0 
8 600 DOO 
4 400 IA 
10 230 2) 
11 150 150 
Zusammen: 4269 4580 


Bei diesem Versuch wurde das bemerkenswerte Resultat erhobe: 
daB auBer den normalen Stoffwechselprodukten auch Acetaldehwd 
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chweisbar war. Dieser wurde nach vorherigem qualitativen Nachweis 
urch quantitativ bestimmt, daB die das Kohlensaurea bsorptions- 
material enthaltende Schale in einer gréBeren stand. die mit 20 cem 


i) Kaliumpermanganat gefillt war. Die nicht verbrauchte Per 


Ii 


nganatlésung konnte dann mit Oxalsiure zuriicktitiert werden 
Das Gargut wurde in vier gleichen Teilen aufgearbeitet. Es wurden 


gefunden : 


Citronensaure 11,5; 11.5; 7.8: 9.6°.: om Durehsehnitt 10,1 
Oxalsaure 7; 15; i | a Ao - ye 
Acetaldehyd 0,22 yg, entsprechend 1.1 


Eine derartig starke Bildung von Acetaldehyd ist bei einem 
Aerobier wie dem Aspergillus niger immerhin bemerkenswert. C.\Neuberg 
wid Cohen (3) konnten mit ihrer Abfangmethode beim Aspergillus 
cellulosae, Monilia candida und ahnlichen Pilzen eine starke Acet- 
aldehydbildung nachweisen, wahrend es ihnen beim Aspergillus niger 
mit dieser Methode nicht gelang. Nach wnseren Versuchen hat es den 
Anschein, als ob der Pilz unter der veranderten Atmosphiire seinen 
Stoffwechsel zum Teil andere und sich den veranderten Lebens- 
bedingungen anpasse. 


IV. Apparat fiir Tiere. 

Der oben beschriebene Apparat laBt sich im Prinzip auch zu Stoff- 
wechselmessungen an kleinen Tieren, wie Mausen und Ratten, ver- 
wenden. Da man aber oft die Kammer fiir das Tier so wahlt, daB es 
sich nicht viel bewegen kann, da andererseits ein Strémen des Gases 
im Versuchsraum bei diesen Objekten nicht den nachteiligen Einflu8 
hat, wie bei den niederen Lebewesen, so erschien es zweckmiabiger, 
fir eimen Kreislauf der Gase im Apparat zu sorgen, wobei durch 
Kiihlung des Gases oder des VersuchsgefiBes Temperaturkonstanz 
im Apparat erhalten wird. Man erhalt dann folgende Konstruktion: 


( }f Lf 


7. 
| 2 { “A; | 
i fs / i A} AL & 











Abb. 2 
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Die Pumpe o saugt das Gas aus dem VersuchsgefaB a durch ci: 
AbsorptionsgefaBe 6 und driickt es kohlensdurefrei wieder nach 4 
guiick. Durch den Hahn m kann man nach MaBgabe der absorbierten 
Kohlensiure Sauerstoff oder ein sauerstoffhaltiges Gasgemisch na 
strémen lassen. Der Versuch zerfallt dann in drei Perioden: 


1. Periode. Einschleusen (nur wenn nicht in Luft gearbeitet werden 
soll). Nachdem das Tier in das VersuchsgefaB gebracht ist, wird dieses 
luftdicht an die Apparatur angeschlossen und die Pumpe bei gx 
schlossenem Hahn m in Betrieb gesetzt Durch den Dreiweghahn 4 
laBt man das Zusatzgas einsaugen, das man zur Erreichung des bea) 
sichtigten Gasgemisches im Versuchsraum benétigt, wiaihrend der 
GastiberschuB durch den Dreiweghahn h entweichen kann Hier 
kann man auch Gasproben zu Analysen entnehmen, um festzustellen 
wann die gewiinschte Gaszusammensetzung im Versuchsraum er. 
reicht ist. 

2. Hauptperiode. Man stellt die Hahne g und A auf g’ und jh’ 
wodurch der Kreislauf geschlossen wird, und éffnet den Hahn m. wo 
durch die Sauerstoffnachfuhr im AusmaB der Kohlensaureabsorption 
automatisch aus einem MeBgefaB durch den Blasenzahler ¢ vor sic! 
geht. 

3. Ausschleusen (nur wenn mit einem anderen Gasgemisch als 
Luft gearbeitet wurde). Nach Beendigung des Versuchs wird m yg: 
schlossen, die Hahne g und h wieder auf ihre Anfangsstellung gebracht 
und Hahn m geéffnet, dadurch strémt Luft in den Apparat, wahren: 
das verdrangte Gasgemisch bei h entweicht. 

Der Sauerstoffverbrauch ist dann im MeBgefaB direkt ablesbar, div 
Kohlensaiureproduktion durch Wagung der auswechselbaren Absorptions 
gefiBe oder durch Titration der zur Absorption dienenden Natron 
oder Kalilauge zu ermitteln. 

Beispiele. 1. EinfluB von Thyroxin auf den Gaswechsel von 
Mausen. Der beschriebene Apparat diente an Stelle des von Haffner (4 
beschriebenen zur Standardisierung von Schilddriisenpraparaten, 

2. Beeinflussung der Tumoren nach Warburg. Gegen die Strémungs 
methode Warburgs bietet der Apparat den Vorteil gréBerer Wirt 
schaftlichkeit. 

Wir sehen davon ab, einzelne Ergebnisse genauer zu beschreiben 
da wir auf diese bei der Veréffentlichung der einzelnen Versuchs 
reihen zuriickkommen werden, méchten hier nur noch bemerken 
daB es gelingt, Mause und Ratten in einem Gasgemisch mit nur etwa 
4°, Sauerstoff iiber 3 Tage am Leben zu halten, und ein Hund olne 
Schaden in einem Gasgemisch von nur 5°, Sauerstoff mehrfac! 
2 Stunden lang ohne Allgemeinschadigung gehalten werden konnt« 
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Apparatur zur 


V. Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wird eine Apparatur geschildert, welche 
stattet, Lebensvorgiinge an niederen und hoch organisierten Lebe 
esen unter veriinderten atmosphirischen Bedingungen zu verfolgen 
derart, daB man die gewiinschte atmospharische Variation auf jeden 


beliebigen Grad einstellen und konstant halten kann 

Das Verfahren arbeitet bei atmosphirischem Druck; von physiolo- 
gischen Bedingungen unterscheidet es sich durch die Herabsetzung 
der Kohlensiurespannung der Atemluft unter die Norm 
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Kolorimetrische Bestimmung von 0-Dioxybenzolen. 


Ve NM 
Hans Schmalfub, Karl Spitzer und Hans Brandes. 
(Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat 


(Eingegangen am 9. August 1927.) 


In jiingster Zeit wurde in einer Reihe von Arbeiten! darauf hin 
gezielt, ..Melanin‘*-Bildner der o-Dioxybenzolreihe zu isolieren. Hierzu 
ist es nétig feststellen zu kénnen, ob in den einzelnen Fraktionen 
..Melanogen* vorhanden und angereichert ist. 

Fir Tyrosin und 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaéure — sind 
diese Methoden bereits geschaffen?. Es fehlte aber bisher noch ein 
méglichst allgemein verwendbares Verfahren, kleine Mengen von 
0-Dioxybenzolen ohne Riicksicht auf sonstige Substituenten kolorimetrisch 
zu bestimmen. O. v. Fiirth® hatte schon die Bedeutung einer solchen 
Methode fiir das Isolieren von o-Dioxybenzolen erkannt. Er schlug 
vor, diese Stoffe als Eisenverbindungen in alkalischer Lésung kolo- 
rimetrisch zu bestimmen. Doch spricht er selbst von einer nur ,,approxi- 
mativen Schitzung*. Auch schreibt ert: ..Der kolorimetrische 
Vergleich von alkalischen Lésungen der Suprarenin-Verbindung mit 
analogen eisenhaltigen Brenzkatechinlésungen ergab fiir die letzte 
eine ungefahr drei- bis dreieinhalbmal gréBere Farbkraft als fiir die 
ersten.” 

O. v. Fiirth nimmt also von vornherein einen Fehler von 14°, mit 
in Kauf. AuBerdem braucht er einen erheblichen empirischen Faktor 
um mit seiner Methode aquivalente Mengen verschiedener o-Dioxy- 
benzole zu ermitteln. 


! H, SchmaljuB und H. Werner, B. 58, 2763, 1925; H. SchmalfuB und 
H. P. Miller, diese Zeitschr. 183, 362, 1927; H. Przibram und H. Schmal/u/i, 
ebendaselbst 187, 467, 1927. 

2 Diesem Zwecke dienten die Arbeiten: H. SchmalfuB und H. Wern 
Fermentforschung 8, 423, 1925; H.SchmaljuB und H. Lindemann, dies 
Zeitschr. 184, 10, 1927. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 115, 1900. 

* Beitr. z. chem. Physiol. 1, 244, 1902. 
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Empirische Faktoren sind hier aber prinzipiell unbrauchbar, weil 
nan ja das Melanogen noch nicht kennt, das man isolieren will. R. Wein 
lend und K. Binder! haben inzwischen durch ihre Arbeiten gezeigt, 
welche Schwierigkeiten der Kolorimetrie von Brenzkatechinverbindungen 
mittels Ferri-lon entgegenstehen. 

Je nach der Konzentration der beteiligten Stoffe und der Wasserstoff- 
ioenkonzentration entstehen verschiedene Eisenverbindungen. die 
verschieden gefarbt sind. Trotzdem muBte es méglich sein, Bedingungen 
zu finden, die das Kolorimetrieren von o-Dioxybenzolen mit Ferri-lon 
gestatten, ahnlich wie A. Bernouilli* geeignete Bedingungen fiir die 
Bestimmung von Eisen mittels eines Brenzkatechiniiberschusses hatte 
finden kénnen. Doch ist der umgekehrte Fall schwieriger. Denn das 
an sich gefarbte Ferri-lon muB im CberschuB8 vorhanden sein und bedingt 
daher einen stérenden Blindwert. Dieser Blindwert nimmt auBerdem 
noch mit abnehmender Brenzkatechinmenge zu. SchlieBlich muB das 
Ferri-lon in geniigender Konzentration® in alkalischem Medium (da 
sich das saure und das neutrale Gebiet als ungeeignet erwiesen) durch 
einen unschiadlichen Stoff in Lésung gehalten werden. 

Hierzu eignet sich Rohrzucker* vorziiglich. Der Blindwert einer 
solchen alkalischen Eisenlésung ist bei geeigneter Konzentration 
kleiner als der Ablesefehler®. | 

Der Mefbereich dieser kolorimetrischen Methode erstreckt sich 
etwa von 1,12. 107° bis 7 . 1077 Mol. 

Der Fehler der Methode ist gleich dem Ablesefehler des Wolffsehen 
Ablaufkolorimeters, 7s. 

Arbeitsvorschrijt: Es empfiehlt sich, die Konzentration der Ver- 
gleichslésung etwa halb so hoch bis ebenso hoch zu wahlen wie die der 
zumessenden Lésung. Wir verwandten z. B. folgende Vergleichslésung : 
leem einer 0,05° igen Brenzkatechinlésung wird in dem einen MeB- 
zylinder des Wolffschen Ablaufkolorimeters mit 1 cem einer 60-(Ge- 


' B. 45, 148 bis 154, 1113 bis 1124, 1912; 46, 874 bis 885, 1913. 

* Helv. 9, 827 bis 840, 1926. 

3 Die Ferri-lonenkonzent ration in eisengesattigter Kalilauge (47. Schmal- 
fuB und H. Barthmeyer, Zeitschr. ft. physiol. Chem. 160, 196, 1926) geniigt 
nicht. 

* Vel. hierzu A. Archetti, Chem.-Ztg. 26, 555, 1902. 

5 Gewib kénnte man zur dunkleren Lésung sehr wenig von der Eisen- 
Zuckerlésung so lange tropfenweise hinzusetzen, bis die Farbténe und 
damit die Blindwerte der beiden Lésungen praktisch gleich sind. Gewib 
kOnnte man auch im monochromatischen Licht arbeiten (OQ. +. Furth und 
E. Jerusalem, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 149, 1907). Es ist 
jedoch einfacher und geniigend genau, auf gleiche scheinbare Helligkeit zu 
kolorimetrieren, ohne die geringen Unterschiede im Farbton zu_ beriick- 


sichtigen, was nach einiger Ubung des Auges leicht gelingt. 
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wichts-)°,,igen Rohrzuckerlésung, der fiir je 100 cem 0.2 g sublimiertos 
Ferrichlorid zugefiigt sind, versetzt und mit gesiittigter wiasserige 
Natriumearbonatlésung bis zum Teilstrich 100 aufgefiillt. 

In entsprechender Weise werden | bis 2 cem der zu untersuchende 


Lésung im anderen MeBzylinder des Kolorimeters mit 1 cem der Eisen 
Zuckerlésung versetzt und mit der gesattigten Natriumearbonatlésuny 





ebenfalls bis zum Teilstrich 100 aufgefiillt. Kolorimetriert wird auf 
gleiche scheinbare Helligkeit !. 

Beispiele: Aquimolekulare Lésungen von Brenzkatechin, Proto- 
katechualdehyd, Protokatechusaiure, Adrenalin und 1-8-3, 4-Dioxy-phen 
a-aminopropionsaéure wurden mit Hilfe der Brenzkatechinvergleichslésu 
gemessen : 

Analysenlésung Siieiinn de 
Nr. N Mittel * aus Berechnet Fehler 
Art fangs 10 Ablesungen 
ce 
la Brenzkatechin. . .... . 2,00 49,96 50,00 0,08 
Ib ~ mL ae, gees ech a 70,04 71,43 1,95 
2a Protokatechualdehyd . » «| 65,71 64,51 + 1,86 
2b . a ee Le. 215 46.59 4651 + O17 
3a Protokatechusiure. . . . . = 1,20 84.11 83,33 + 0,94 
3b “a 1.25 80.67 80.00 L 0.84 
oS DO 6 oe ew es 1 a 65,48 64,51 + 1,53 
4b i. , ae we = oe 92,93 90,91 + 2,22 
Da 1-3-3, 4-dioxyphenyl-e-ami- 
nopropionsaure . . . . . 185 55,33 54,05 + 2,37 
ON FRO ce ca ews vos | OM 67,22 66,66 + O84 


* Der Stand der Vergleichslosung, die 1 ccm Brenzkatechinlésung enthielt, war stets gleich 1( 


Ob in einem Extrakt Begleitstoffe vorhanden sind, die die Kolori- 
metrie stéren, laBt sich feststellen, indem eine bekannte Menge Brenz- 
katechin zu einem gemessenen Extraktanteil zugesetzt und die Zu- 
nahme an Brenzkatechin kolorimetriert wird. 


' Wenn sich Farbton und Farbtiefe beim Stehen auch nur wenig 
andern, so empfiehlt es sich doch, die Vergleichslésung jeweils neu ar 
zusetzen. Die Eisenzuckerlésung bleibt etwa 2 Tage brauchhbar. 
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Warum schwirzen sich die Hiilsen 
von Sarothamnus scoparius Wimm., dem Besenginster? 


Von 
Hans Schmalfub, Helene Barthmeyer und Hans Brandes. 


Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


~ 


(Eingegangen am 9. August 1927.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Der braunschwarze Farbstoff der Hiilsen von Sarothamnus scoparius 
Wimm. gehért in die Gruppe der ,.Melanine*'. Damit sich die Hiilsen 
schwarzen kénnen, muB vorher .,.Melanogen* gebildet sein. Bisher 
ist dieses Melanogen nicht bekannt, und man weiB nicht, wann es 
entsteht. Wiirde es erst unmittelbar vor dem Schwarzwerden der 
Hiilsen entstehen, so ware die Frage, warum sich die Hiilsen schwirzen, 
leicht zu beantworten. 

Wir fanden jedoch, daB das Melanogen — tibrigens ein Stoff der 
0-Dioxybenzolreihe — auch schon in den jungen Hiilsen vorhanden ist. 
Trotzdem schwarzen sie sich nicht. Dies kénnte daran liegen, daB der 
Zellsaft der griinen Hiilsen eine wesentlich andere Wasserstof/ionen- 
konzentration besiBe als der Zellsaft der sich schwirzenden Hiilsen. 
Manche Melanogene gehen namlich in alkalischem Medium bei Gegenwart 
von Sauerstoff und Wasser spontan in Melanin iiber. Messungen mit 
der Gaskette? ergaben jedoch, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
in beiden Fallen nahezu gleich war und etwa 10~° betrug 

Das Melanin muB8 sich demnach fermentativ bilden, und der 
Schwirzungsvorgang kénnte darauf beruhen, daB das nétige Ferment 
erst unmittelbar vor der Schwarzung entstiinde 


1 Melanin ist ein Sammelname fiir braunschwarze bis schwarze 
Pigmente, die vornehmlich aus Phenolarten durch Oxydation entstehen. 

* Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fiir 
die Apparate. 
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Aber auch die jungen Hiilsen enthalten Ferment. Denn schon kleiie 
Mengen PreBsaft lieben m/450 p-Oxy- und m/100 3,4-Dioxyphen 
alaninlésungen dunkeln. Durch Kochen wurde das Ferment inaktivis 
Entsprechend verhinderte 10 Minuten langes Erhitzen der griinen 
Hiilsen im Einschmelzrohr auf 95° das Schwarzwerden. Wurde nw 
die eine Halfte einer Hiilse geniigend lange in Wasserdampf erhitzt 
so dunkelte nur noch die ungeniigend erhitzte Halfte. Da also schon 
geniigend Ferment vor der Reifung vorhanden ist, kann Awftreten 
von Ferment nicht der Grund sein fiir das Schwarzwerden der Hiilsen, 


Damit sich Melanin bilden kann, ist weiter Wasser! ndétig. 


An Wasser fehlt es den jungen Hiilsen jedenfalls nicht. Denn 
entzieht man den Hiilsen im Exsikkator einen Teil des Wassers, so 
schwarzen sie sich sogar schneller, als wenn sie feucht gehalten werden 
Auch in der Natur werden die Hiilsen in dem MaBe dunkler, wie sie 
trockner werden. Die noch griinen Hiilsen sind biegsam, die gedunkelten 
reiferen briichig. Das widerspricht unserer Auffassung, daB Wasser 
zur Melaninbildung nétig ist. Aber nur scheinbar. Denn wird den 
griinen Hiilsen in geeigneter Weise im Exsikkator geniigend Wasser 
entzogen, so dunkeln die Hiilsen nicht mehr. Erst wenn sie dann ein 
wenig in Wasser eingeweicht werden, dunkeln sie. 


Da schlieBlich als letzte Voraussetzung fiir das Entstehen von 
Melanin nur noch Sauerstoff in Frage kommt, der in der Luft iiber- 
reichlich vorhanden ist, lautet das Problem, wie man sieht, nicht mehr: 
,, Warum schwarzen sich die Hiilsen von Sarothamnus scoparius Wimm. / 
sondern: ,,Warum schwarzen sich die jungen Hiilsen von Sarothamnus 
scoparius Wimm nicht ?“ 


Wir zeigten nun zunichst, daB Fehlen von Sauerstoff das Dunkeln 
der Hiilsen jedenfalls véllig verhindert. Doch lieBe sich hier einwenden 
nicht Sauerstoff-Mangel selbst, sondern durch ihn bedingte Hemmung 
von Lebensprozessen ware dafiir verantwortlich zu machen, daB sich 
die Hiilsen nicht schwarzen. Deshalb wurden Hiilsen zum Teil in 
fliissigem, zum Teil in gasférmigem Chloroform abgetétet wnd dann dem 
Luftsauerstoff ausgesetzt. Auffalligerweise schwarzten sich die Hiilsen 
nun noch schneller als bei Abwesenheit von Chloroform. Damit ist 
gunachst bewiesen, daB nicht die Hemmung von Lebensprozessen 
sondern Sauerstoffmangel unmittelbar, das Schwarzwerden der griinen 
Hiilsen verhindert. 


Das mikroskopische Bild zeigte nun, daB die Hauptmenge des 
Melanins in der Epidermis und in den Chlorophyll-fiihrenden Schichten 


1 H. SchmaliuB und H. Werner, Fermentforschung 8, 133, 1924. 
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ler Hiilsen abgelagert wird. In den griinen Hiilsen muB also der Sauer- 


idurchtritt durch die Kutikula zu diesen Stellen langsamer sein als 
der Sauerstoffverbrauch durch nicht-Melanin-bildende Prozesse in 
jen AuBeren Schichten. Das laBt sich auf verschiedene Art direkt be- 
weisen: Man kann die Hiilsen mit einem Platindraht ritzen. Dann farben 
sich nur die geritzten Stellen, wie die Abb. 1 zeigt. Oder man kann 
den Reif vorsichtig abwischen oder noch besser durch kurzes Eintauchen 


in Chloroform oder Ather lésen. Dann briiunt sich das Gewebe an den 
Stellen, wo der isolierende Wachsiiberzug entfernt ist, im Laufe 


weniger Minuten 





Abb. 1. 
Naturliche GréBe. Unten das Wort .Melanin” eingeritzt. 


: 

Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich, daB die griinen Hiilsen 
erst dann dunkeln, wenn geniigend Sauerstoff durchgelassen wird. In 
der Natur geschieht das in selteneren Fallen durch Verletzen der Hiilsen. 
Der normale Vorgang ist jedoch, daB die Durchlassigkeit durch Aus- 
trocknen vergréBert wird. Der Luftsauerstoff dringt dann in die 
Melanogen fiihrenden Schichten ein. Auch kann die Austrocknung, 
ebenso die Behandlung mit Chloroform, dazu fiihren, daB Lebens- 
prozesse erlahmen, die begieriger Sauerstoff verschlangen als das 
Melanogen. 

Zum SchluB8 danken wir Herr Privatdozent Dr. FE. Heitz vom 
Botanischen Institut der Hamburgischen Universitat fiir seine freund- 
jiche Beratung in botanischen Fragen. 


Zusammenfassung. 


1. Das Melanogen der Hiilsen von Sarothamnus scoparius Wimm. 
wurde als ein Stoff der o-Dioxybenzolreihe erkannt 


2. Schon in den griinen Hiilsen sind Melanogen, eine geeignete 
Wasserstoffionenkonzentration, geeignetes Ferment und geniigend 
Wasser zugegen, doch fehlt es an der nétigen Menge Sauerstoff 
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3. Die Hiilsen schwirzen sich erst dann, wenn geniig 
Sauerstoff in die Epidermis und die chlorophylifiihrenden Schichten 
die das Melanogen enthalten, eingedrungen ist. Das geschieht beim 
allmahlichen Eintrocknen der Hiilsen oder nach Verletzen de 
Kutikula. 

In einer weiteren Arbeit soll iiber das Melanogen der Hiilsen 
von Sarothamnus berichtet werden. Wir bitten im Interesse des 
ungestérten Fortgangs der Arbeit, uns diese Untersuchung tiberlasse: 


zu wollen. 











ijber den relativen Nihrwert der Fette. II. 


Von 
Junichi Ozaki. 


Mitgeteilt von Prof. U. Suzuki aus dem agrikulturchemischen Laboratorium 
der Universitat Tokio, Komaba.) 


(Eingegangen am 11. August 1927.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Bei der Fortsetzung der vorigen Arbeit! hat der Verfasser eine Reihe 
von Fiitterungsversuchen mit weiBen Ratten ausgefiihrt, um den Nahr- 
wert der synthetischen Fette, Aldehyde, freien Siuren sowie der Ester 
und Seifen zu bestimmen, deren Ergebnis hier kurz mitgeteilt wird. 


I. Versuche mit synthetischen Fetten, die aus Fettsiuren mit geraden 
(-Atomen bestehen. 

Die in diesem Versuch gebrauchten Fette wurden vom Verfasser 
aus gereinigten Fettsauren und Glycerin mittels T'wchellschem Reagens 
dargestellt und ihr Nahrwert durch Fiitterungsversuche der weiBen 
atten analog den Angaben der vorigen Arbeit bestimmt, d.h. die jungen 
Ratten wurden vorher mit einer beschrankten Menge (9g pro Ratte 
und Tag) Grundfutter, welches aus 80°, Starke, 15°, Fleischpulver, 
5°, MeCollums Salzgemisch nebst 4°, kéuflicher Oryzaninlésung 
und 0,1 Biosterin bestand, gefiittert. Als das Wachstum zum Stillstand 
kam, wurden dem Grundfutter je 5, 10 und 20°, der zu untersuchenden 
Fette zugesetzt und dieses den Tieren gegeben. Die dadurch hervor- 
gerufene Gewichtszunahme wurde als MaBstab des relativen Nahrwerts 
der untersuchten Fette gewahlt. In dieser Weise erhielt der Verfasser 
die folgenden Resultate. 


' Diese Zeitschr. 177, H. 1/3, 156 bis 167, 1926. 
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Abb. 1. 


Fiitterungsversuche mit synthetischen Fetten, die aus Fettsauren von geraden Koblenstoffatomen 
besteben. Gewichtszunahme der Ratten nach dem Zusatz von je 5‘ 


ungesattigten Fetten 


Olein 
Rapin 
Erucin. 
Linolin 
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Tsovaleriansaure 
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Fette zum Grundfutter. 
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Abb. 2. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 °), 





Caprytin 
Svprr 







der Fette zum Grundfutter 


53.0 
50.5 
49.1) 
24.5 
14 ‘) 
14,\) 


465 
14.0 
1.0 


gr 
Ww 


, der zu untersuchender 


a 


460 















Relativer Nahrwert der Fette. II 235 


F- 
fe. Bityrin Yearin Sim in Myriche Louris 120 
4S f BEN ‘ ( 
- a ag - Se 
x 
Abb. 3 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 20°/, der Fette zum Grundfutter 
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Abb. 4 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 5° |) der ungesattigten Fette zum Grundfutter 
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. h Abb. 5. 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 °/, der Fette zum Grundfutter. 


> 


420 
' 


Mons? lime 





Abb. 6. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 20 °/9 der Fette zum Grundfutter. 


FaBt man die obigen Resultate zusammen, so kommt man zu 


folgendem SchluB: 


1. Unter gesattigten Fetten haben Laurin und Myristin den héchsten 


Wert. 


2. Von Acetin bis zum Myristin nimmt der Nahiwert mit dem 
Molekwargewicht zu 
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3. Keines der gesattigten Fette zeigte so giftige Wirkung wie 


lIsovalin oder Undecin. ( 
4. Unter gesattigten Fetten hat Laurin den héchsten Wert. ] 
5. Bei Olein, Linolin, Linolein und Iwashin nimmt der Nahrwert } 


mit der Zunahme der ungesaéttigten Bindung ab. 

6. Diejenigen, die zwischen a- und £-Stellung ungesattigte Bindung 
aufweisen, sind minderwertiger als die entsprechenden gesattigten Fett. 
Isovalerin ist die einzige Ausnahme. Es wurde besser ausgenutzt als 
das gesattigte Fett Isovalin. 

7. Diejenigen Fette, welche dreifache Bindung besitzen, wie 
Stearolin und Undecin erwiesen sich giftig. 

8. Im allgemeinen wurden die Fette mit geraden C-Atomen, d. h 
die in der Natur vorkommenden besser als diejenigen mit ungeraden 
C-Atomen ausgenutzt. 


II. Versuche mit aliphatischen Aldehyden. 


Gewichtszunahme durch Zusatz von je 5°, der verschiedenen Aldehy«: 


Margarinaldehyd . . . . 23,0g Palmitinaldehyd . . . 17,5 ¢ 
Pentadecylinaldehyd . . 15,0¢ Acetaldehyd ... . 13,0¢ ’ 
Acelainséiure. . . . . . 13,0¢ Myristinaldehyd . . . 6,5¢ 
Heptoinaldehyd .... 4,5¢ Butteraldehyd. . . . O05¢ 
Propionaldehyd .... 0,58 Isovaleraldehyd 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die niedrigen Aldehyde minder. 
wertiger sind. Einige von ihnen haben sogar Giftwirkung. Die héheren 
Glieder, wie Margarin, Palmitin- und Pentadecylinaldehyd, wurden 
dagegen ziemlich gut ausgenutzt. Unerwartet gutes Resultat wurde 
mit Acetaldehyd, welche friiher als giftig betrachtet wurde, erzielt 
Durch Zusatz von gréBeren Dosen wird er jedoch ungiinstig wirken 


(Abb. 7). 
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Abb. 7. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 5°!) der Aldehyde zum Grundfutter. 
Ill. Versuche mit Methyl- und Athylester der Fettsiuren. 
Gewichtszunahme durch Zusatz von je 10°, der Ester: 
Myristinsaures Athyl . . 49,0¢ Palmitinsaures Athyl. 28,5 g¢ 
Laurinsaures Athyl. . . 49,0g Stearinsaures Athy! . 26,0¢ 
Myristinsaures Methyl . 48,0¢ Oleinsaures Athyl . . 26,0¢ 


Laurinsaures Methyl . . 45,0¢ Elaidinsaures Athyl . 10,0¢ 








vert 


wie 


len 


Relativer Nahrwert der Fette. II. 237 


Im allgemeinen werden die Ester besser als die entsprechenden 
Glyceride ausgenutzt. Besonders ist dies der Fall bei den Estern der 
Palmitin- und Stearinséure, welcher Umstand dem niedrigeren Schmelz- 
punkt und der besseren Assimilation dieser Ester zuzuschreiben ist. 
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Abb. §. 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 °/, der Ester zum Grundfutter. 


Der Verfasser nimmt an, daB wenigstens ein Teil der Ester als 
solcher ohne Verseifung vom Darmkanal absorbiert wird; sonst miBte 
der Nahrwert der Ester viel niedriger sein, weil die durch Verseifung 
entstehenden freien Siwen immer niederen Wert besitzen (Abb. 8). 
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Abb. 9. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz son je 10°), der Seifen zum Grundfutter. 
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IV. Versuche mit Natronseifen. 


Gewichtszunahme durch Zusatz von je 10°, der Seifen: 
Oleinsaures Natron. . . 43,5 ¢ Laurinsaures Natron . 39,0 ¢ 
Myristinsaures Natron . 39,0¢ Palmitinsaures Natron 17,52 
Stearinsaures Natron. . 16,0¢ 


Hieraus wird es ersichtlich, daB diese Seifen ebensogut wie «ic 


entsprechenden Glyceride ausgenutzt werden (Abb. 9) 
Abb. 10 stellt die Nahrwerte der Seifen, Ester und Glyceride 
Stearin-, Palmitin-, Myristin- und Laurinséure graphisch dar. 


ier 


V. Versuche mit freien Fettsiuren. 


r 


Gewichtszunahme durch Zusatz von je 10 der Fettsauren: 


Oleinsfure. . ... . . 39,0¢ Myristinsaure. . . . . 60g 
Palmitinsfure .... . 260g Laurinsfure .... . O5@¢ 
Elaidinsfure. . ... . 170g Heptoinsaure . 

Stearinsfure. .... . 12,5¢g 





Abb. 11 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 der Fettsauren zum Grundfutter 


VI. Versuche mit Gemischen aus Fettsiuren und Glycerin. 

Die freien Fettsiuren und Glycerine werden in demselben Mengen 
verhaltnis, wie sie in Triglyceriden vorhanden sind, gemischt, und }: 
10°, dieser Mischung wurden dem Grundfutter zugesetzt. Die Gewichts- 
zunahme hierbei betrug: 


Oleinsaure OO ee ee ae ee 
Palmitinsaure ~ a yee ee 
Stearinséure * ee a ae oe 
Laurinsaéure a i 4 Teg, ae Slee 
Myristinséure = bie 3 8 Sw Ww ew ee 


Stearinsdure 





+Gycerin 
SP SP 
= “0 Tag 
Abb. 12 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 der Gemische aus Fettséuren und Glycero 


zum Grundfutter 
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Abb. 13 gibt die graphische Darstellung der Nahrwerte der freien 


Fettsauren, Fettséuren -- Glycerin und Triglyceride. 
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Der Unterschied der Nahrwerte der freien Sauren und Glyceride 
bei Palmitin- und Stearinséuwre ist nicht so groB wie bei Lawin- und 
Myristinsaure, was vielleicht der starkeren Aciditat der beiden letzten 
Sawen zuzuschreiben ist. Die niederen Fetteawen verbrauchen natirlich 
mehr Alkali zur Neutralisation als die héheren Sauren. Sie entziehen 
nehr Alkali aus dem Verdauungssaft und auch aus dem Blute und stéren 
nfolgedessen den VerdauungsprozeB Durch gleichzeitigen Zusatz 
on Alkali und Fettsaéuren werden in der Tat sehr gute Resultate er- 
zielt; dies wurde durch die Versuche mit den Natronseifen bewiesen 
Die héheren Fettsauren verbrauchen weniger Alkali zur Neutralisation ; 
ferner passiert ein Teil der Sauren unabsorbiert den Verdauungskanal, 


wie sich aus folgendem Versuch ergibt 


j VII. Die Absorption der Fette. 

ts- Der Absorptionskoeffizient der Fette wurde durch Fiitterungs- 
versuche der weiBen Ratten in gewéhnlicher Weise ermittelt, indem die 
Fette im Futter und Exkrementen quantitativ bestimmt wurden. Im 
folgenden sind die Resultate zusammengestellt : 


1. Freie Fettsauren. 








Absorptionss Schmelz- Absorptionss Schmelz- 
koefhzient punkt koeffizent punkt 
Stearinséure. . 59.3 69,0 Laurinsaure . . 97.5 44.0 
Palmitinsaure . 63.4 62.0 Oleinsaure 91.0 14.0 
Myristinsaure . a4.8 54.0 Elaidinsaure . 75.5 44.0 
2. Natronseifen. 
\bsorptions- Absorptions + 
koeffizient koetfizient 
° Natriumstearat. . . 60.5 Natrium palm itat 76.8 
Natriumoleat . 95.1 Natriummyristat , 94.8 
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3. Triglyceride. 
Absorptions- Absorptions. 
koetfizient koetfizien: 

Stearin 60.8 Caprin 100.7 
Olein 97.9 Caprylin 98,7 
Palmitin . 65.7 Butyrin 100.1 
Myristin. 98,3 Acetin 98.7 
Laurin 98.3 

Acetoricinolein B85 

Olein 53.0 

Rapin 52,5 

Laurin 515 

Erucin “30 

Myristin “76 

Caprin #05 

Heptylin 70 

Caprylin 55 

Pentadecylin 20 

Acetin 26.0 

Palmitin 260 

Linolin 245 

12-Oxystearin 245 

Tridecylin 23,5 

Undecylin PAT: 

Monolactin 19 

Diacetoxystearin a5 

e*sOxystearin 17,0 

Stearin 1.5 

Butyrin 6,2 

Margarin ™%O 

Elaidin 0 

Linolein %0 

Nonylin 00 

Formin “0 

@-Oxypatmitin 40 

A@,Olein 45 

Ricinolein 0 

A@,Palmitolein 1,5 

Propionin 

Undecylein 

Iwashin 

Ricinoelaidin 

a*Oxy myristin 

Triacetoxystearin 

a+Oxyheptylin 

Diacetoxyundecylin 

Stearolin 

Isovalerin 

Undecin 

Abb. 14 
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Aus den obigen Tabellen ersieht man, daB die durch Fiitterungs- 
rsuche ermittelten Nahrwerte ziemlich gut mit den Absorptions- 
koeffizienten iibereinstimmen; ferner ist es ersichtlich, daB die Ab- 
sorption der Fette nicht allein vom Schmelzpunkt der letzteren abhangt, 
ondern die chemische Natur der Fette scheint eine noch gi édBere Rolle 
spielen. 
Die relativen Nahrwerte der verschiedenen Triglyceride werden 
Abb. 14 gephirch dargestellt. (Gewichtszunahme dweh Zusatz 
n je 10%, zum Grundfutter.) Die Werte von Fetten mit ungeraden 
(-Atomen und von Oxydfetten werden von voriger Mitteilung* zitiert. 


! Diese Zeitschr. 177, H. 1/3, 156 bis 167, 1926. 
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Stoffwechsel wachsender Zellen (Fibroblasten, Herz, Chorion). 


Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 9. September 1927.) 
Mit 1 Abbildung im T 


Alle Erfahrungen! iiber den Stoffwechsel der Kérperzellen kann 
man folgendermaBen zusammenfassen : 





Normales Wachstum Carcinome und Sarkome 


aufer Netzhaut (Mensch, Huhn, Ratte) Netzhaut 
Qy? = 50 (1) Vy - 50 > 20 (1a) gy? = 200 (1b) 
~. N2 Ne 
d@y’ dQy dQ 
< 0 (2) 0 (2a) > 0 (2b) 
dt dt dt 
U 0 (3) U>0 (3a) U>o0O (3b) 


Hier ist Q}? die anaerobe Glykolyse, ¢ die Entwicklungszeit und 
der Uberschu8 der anaeroben Glykolyse iiber die doppelte Atmung 
(U = Qh? — |2 Qo, )). 

Gehen die Kérperzellen zugrunde, so werden sémtliche Beziehungen 
ungiiltig, im Endzustand ist 


i == G@ Qo, == @. 

Doch mu8 man bedenken, daB der Endzustand nicht plotzlich 
sondern allmahlich erreicht wird. Sinkt dabei die Atmung schneller 
als die Garung, so kann U fiir normale Zellen positiv werden, wie in 
den roten und weiBen Zellen des Blutes. Sinkt andererseits die Garung 
schneller als die Atmung, so kann U fiir Carcinomzellen negativ werden 

In dieser Mitteilung werden die Beziehungen (1) bis (3) durch 
neue Beispiele belegt. 


' Vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 184, 484, 1927; H. A. Krebs, ebe 
daselbst 189, 56, 1927; C. Tamiya, ebendaselbst 189, 114, 175, 1927. 
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i. Fibroblasten'. 


Die Fibroblasten wurden nach Carrel in Plasma-Embryonalsaft 
ulf Deckglasern geziichtet, ihr Stoffwechsel in Hiihnerserum gemessen. 
Zur Kontrolle wurden Fibroblastenkulturen gemessen, die von 
Dr. Albert Fischer aus dem ersten Carrelschen Stamme geziichtet 
waren. Dieser Stamm lebt seit 16 Jahren in Deckglaskultur und ist 
etwa 3000mal iiberpflanzt worden. 

Das Trockengewicht eines Gewebestiicks war von der GréBen- 
rdnung 10-?mg. 50 bis 70 Gewebestiicke waren fiir einen Stoff- 
wechselversuch notwendig. Von 100 bis 150 Kulturen wurden 48 Stunden 
nach der Uberpflanzung die besten ausgewahlt, mit einem Messer aus 
dem Nahrboden herausgeschnitten und mit warmem Hiihnerserum 
langere Zeit gespiilt, um das anhaftende Plasma zu entfernen. Dann 
wurden die Gewebe:s .n einen MeBtrog gebracht, der frisches, 
durch spontane Gerinnung erhaltenes Hiihnerserum enthielt. Die 
Messung geschah manometrisch, zuerst in Sauerstoff, dann in Stickstoff, 
der iiber Kupfer gegliht war. Wegen der Ungleichartigkeit des Materials 
war hier das EinzelgefaB mit variiertem v, dem GefaBpaar vorzuziehen. 


Wurde in Carrelschen Schalen statt auf Deckglasern geziichtet, 
so waren die Resultate schlechter und unregelmaBiger, wahrscheinlich, 
weil die tiber dem Gewebe liegende Plasmaschicht bei der Schalen- 
kulturdicker und inkonstanter war als bei der Deckglaskultur. Ziichtungs- 
methoden, die fiir histologische Zwecke geniigen, sind fiir Stoffwechsel- 
versuche, bei denen Gleichartigkeit des Materials verlangt wird, nicht 
immer brauchbar. 

Tabelle I enthalt das Ergebnis der Messungen, Protokoll 1 zwei 
volisténdige Versuche. Der Stoffwechsel ist am gréBten in frisch 
angelegten Kulturen, sinkt bis zur dritten oder vierten Uberpflanzung 
und bleibt dann konstant. Nach 6- und 3000maliger Cberpflanzung 
war der Stoffwechsel ungefahr gleich. 

48 Stunden nach der ersten Uberpflanzung enthalt die Kultur 
noch betrachtliche Mengen Ursprungsgewebe, das ist Herz neuntagiger 
Hiihnerembryonen. Nach Abb. 1 liegt Q}p fiir Herzen neuntagiger 
Embryonen unter 15, wahrend fiir Fibroblastenkulturen 48 Stunden 
nach der ersten Uberpflanzung Q¥?-Werte von 40 bis 50 gefunden 
wurden. Der groBe Stoffwechsel der jungen Kulturen ist also nicht 
der Stoffwechsel des Ursprungsgewebes. 


1 Uber den Stoffwechsel von Gewebekulturen vgl. auch F. Wind, diese 
Zeitschr. 179, 384, 1926. 
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Vergleichen wir die beiden letzten Spalten der Tabelle mit « 
Stoffwechselbedingungen (1) und (3), so zeigt sich, daB sie erfiillt si: 
Denn es ist fiir Fibroblasten: 


Or =} 48, U - 3,5. 


Tabelle I. 
Fibroblasten aus Deckglaskultur, in Hiihnerserum gemessen. Das Se 
enthielt etwa 0,25 Glucose und war in bezug auf Bicarbonat 2,5. |' 
bis 3,0. 10? normal. 





\lter der Kultur, die 


immer 48 Std. nach Mittleres . @ 
der Uberptlanzung Gewicht eines Oo X l vv 
gemessen wurde Gewebestiicks Qo. Q yo Cy >¢ : 
Zahl der Uber: a -yo 
pflanzungen mg 
l 0.019 22.6 - 7.6 - 48.5 + 3.3 
l 0,015 22.9 -9 L 42 — 36 
1 0.017 22 L 6.6 - 38 55 
3 0.013 16.2 +. 3 35.4 + 3.1 
3 0.013 12 53 + 25.6 0 
4 OOL5 15 4.8 + 23 7.3 
5 O19 10 4.8 + 12.6 7.2 
6 0,017 11 -7 -17.5 5.1 
8 0,008 12.5 43 19.3 5.7 
etwa 3900 0,024 12 6 17 1.2 
Mittel 3.5 
Als Versuchsobjekte fiir Stoffwechselmessungen sind Fibroblasten 
kulturen ungeeigneter als kérperfrische, wachsende Gewebe. Obwo!l 
histologisch einheitlicher, sind sie physiologisch ungleichartiger un 
haben in Aalteren Kulturen einen Stoffwechsel, der wahrscheinlir 
niedriger ist, als er im Kérper ware 
Konnte man den Stoffwechsel der Fibroblasten wahrend ihres Wa: é 
tums in dem Kulturmedium messen, so wiirde man voraussichtlich nicht , 
anderes finden als nach Ubertragung der Kulturen in Hiihnerserum. I> 
Stoffwechsel eines sich furchenden Seeigeleies andert sich nicht, wenn 1 
1 


die Furchung durch Narkotica verhindert!. Fiir die Fibroblasten ist 

entsprechender Versuch aus methodischen Griinden nicht ausfiihr! 
Schon Wind? hat darauf hingewiesen, dab die Konzentrationen der Stot 
an den Oberflachen der festliegenden Gewebestiicke undefiniert und 

konstant sind, z. B. die Konzentration des Sauerstoffs, der Kohlensaéur 
der Milchsaéure, der Glucose. Wird unter solchen Umstanden ein Stoff 
im Stoffwechsel verbraucht oder gebildet, so Andert sich der St 


km 
wechsel dm/dt mit der Zeit. Man kann zwar das Integral ( —@dt messi 
at 


. 
aber daraus den Stoffwechsel dm ‘dt nicht berechnen. 
‘ O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8. 31. Springer 1926; Ho} 
Sey ler 66, 305, 1910. 


2 F. Wind, Stoffwechsel von Gewebeexplantaten, diese Zeitschr. 1% 
384, 1926. 











Stoffwechsel wachsender Zellen (Fibroblasten, Herz, Chorion 245 


2. Epithel. 


Fir Epithel, das Dr 


irn geziichtet hatte, fanden wir in Hiihnerserum (vgl 


Q,=—246, QF — +125, OF 


auch hier Ubereinstimmung mit den Beziehungen 


3. Embryonale Herzen, 


Wir untersuchten embryonale 


Hiihnerherzen in 


Albert Fischer aus embryonalem Hihner- 


Protokoll 2) 
— 15, 


34, U 
(1) und (3 


verschiedenen 


Stadien der Entwicklung und fanden in Hiihnerserum (vg. Protokol! 3 





Trockengewicht 


(> 
Jebriitungszeit eines Herzens Qo Vy 
mg = 
4 Tage 0.07 30) + 12.5 
5 é O50 14.6 ) 
7 re O80 15.1 3.3 


In Abb. 1 ist Q¥? als Funktion des 
Herzgewichts aufgetragen, und man sieht, 
wie Q¥? im Laufe der Entwicklung kleiner 
wird. Es ist 


Qi = 52 


d Qy 
dt 


Die Berechnung von ( ist hier nicht 
einwandfrei, weil die Herzen in Sauer- 
stoff schlagen und in Stickstoff nicht 
schlagen. Berechnen wir U’ trotzdem, so 
st U < 0. 
einfacher 


Da Herzen histologisch 


Qy 
52 S.1 
+ 25 4.2 
15 1h 
Gewnch? ee. } Ler 1“) 
Abb. 1. 


zusammengesetzt sind als 


Embroynen, und Q}? gréBer ist als fiir Embryonen gleichen Alters, 


so sind Herzen als Versuchsmaterial ganzen Embryonen vorzuziehen 


4. Chorion. 


Noch giinstiger als Herz ist Chorion, dessen Glykolyse 2. NVegelein' 


zuerst gemessen hat 
leistung fort. 


Hier fallt die Komplikation der auBeren Arbeits 
Chorion ist histologisch einfach gebaut, sehr diinn und 


kann leicht in physiologisch gleichartigem Zustande beschafft werden 


' Ez. Negek in, diese Zeitschr. 165, 122, 1925 
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In der Arbeit von Negelein fehlt ein vollstandiger Stoffwech 
versuch fiir Chorion in Serum. Negelein hat diesen Versuch n 
geholt und folgende Werte gefunden (Protokoll 4): 


Qo, 18 iy = 0 Oy — +33 U 3 





Es ist also 
No o« 
Cw — 33. 
y <2 
° Pt ° . . : . d Qy 
in Ubereinstimmung mit (1) und (3). DaB®B fiir Chorion auch 
t 
gilt, hat Negelein in der zitierten Arbeit schon nachgewiesen A 
5. Protokolle. 
Protokoll 1. 
Fibroblasten in frischem Hiihnerserum. 37,8°. 
I Il 
Nach einer Umpflanzung Nach etwa 3000 Uberpflanzungen 
55 Gewebestucke 0,84 mg trocken. X) Gewebestiicke = 1,22 mg trocken 
su : Su 
{ } 0,075 Bo = 477 { } = 0,079 By = 612 
Ip ( Jp ( 
Up 7.0 Uy 6.92 vy 1.5 UV, 2.07 
Ko, 0,626 =. 0.987 nt 1.512 Ky, 0,191 a 0,268 Xo, 0.3 
5 ‘Og in Oy : 5 CO, in Oy 
Nach 15’ . — 3,5 mm Nach 15’ 3,5 mm 
- - -3,0 , a i 6.0 
v 7. ae 6.0 
2 15’. : -60 . 
v 
vy 30 ", 10.92 vy 0.5 UE 3,07 
- R s )- I — S 
k, 0,07 kee 112) keo 1,35 ky =0,271 keo 0,297 k, 0» 03 
5 CO, in O, " 5 CO, in O 
Nach 15’. ; ; . Omm Nach 15 . +3.0 mn 
* 15’ a. * 15 , a» aa 
v Y 
ry 3,0 Fe 10,92 v; 0,5 Oe 3,07 
Ju Ju 
} 0,115 { } == 0,128 
J p/m \JI p/u 
ky = 1,470 ky = 0,361 
5 % CO, in Ng 5 COz, in Ny 
Nach 15 —e 6 mm Nach 10’ . 9mm 
— ir +6 , ~~ ae ax? 11 
<<. a cm >» BN 7 s 
BY Oy 1. 99 Os 1 me 
Q,, 229 Qt 9 Qo, 12.2 QY 59 


ey 1 42 ey + 17,2 
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Protokoll 2. Protokoll 3. 
thel (aus embryonalem Hiihner- Embryonale Hiihnerherzen in 
hirn) in frischem Hiihnerserum. frischem Hiihnerserum 
37,6°. 37,8°. 
sewicht der Gewebesticke 0,55 mg trocken 27 Herzen = 1,83 mg trocken 
! 
{ tu } 0.078 By 50) “ } 0.083 By 511 
\Api Ipi 
vy 1.5 Uy: 2.07 vy; 7.0 Uy 6.5% 
k, 0,186 c. 0,263 Koo, 0,380 K,, 0,594 Keo, 0,955 Ee 1,538 
5 CO, in O, 5°, CO, in O, 
Nach 15 — 4.5 mm Nach 10’. 6,5 mm 
15’ 0 ee 75 
m 15 on « . 10 — 7.0 
‘ y 
vy 0.5 Ue 107 vy 30 vy 10,56 
R — R , S 
,, =9,271 ky; Oo, = 02% keg, = 03% Ky, 0,936 ik; o, = 1,091 k; o, = 134 
5 CO, in O, 5%, CO, in O 
Nach 15’. . .. +3,0mm Nach 15’. “et 0.5 mm 
15 +25 . sa erat 0 
¥ ’ 
Ur 0.5 UE 3.07 Up 3.0 Ug 10,56 
Au lu 
} 0,132 { } 0,116 
Ap/m Ip/M 
ki, = 0,303 ki, = 1,439 
5 COs» in No 5 CO, in N 
Nach 30’ 24 mm Nach 10’ +11 mm 
30’ . . +28 10)’ — + 10,5 
o 10’ 11.5 
Qo, 246 QY + 12,5 Q,. 30 «QY 12.5 
Cy 4+ 34 7 15 Oy 51.9 
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Chorion der 


Stoffwechsel wachsender Zellen 


Protokoll 4. 


Ratte in | 


tattenserum bei 37,5°. 





Uy 

ky, 
Nac 10 
10 

} 

ko 


Nach 10 
= 10’ 


Nach 10 
10)’ 


Frisches Serum 


4 Haute 8,23 mg 


7.0 r 
0,56 A, 0 
Keo = 1,66 


5 CO, in Oy 


ty 


0,90 k, 0 
Ky Os 13 
5 CO, in Og 


10.0 mm 


10.0 
ky = 157 
5 COxz, in Ne 


+ 29 mm 


1 98 

Qo, 18 

Ov 0 

vy + 33 
U 3 


6,16 


0,92 


Serum 3)’ bei 56° inaktiviert 


3 Haute 6,43 mg 
vy 7,0 Ue 6,1 
Ko, 0,55 kK, Os 0,9] 
-S : 
K, 0 1,62 
5 CO, in O, 
26.5 mm 
26.0 
vy 3.0 v, 10.14 
ko 0,59 k, O» 1,05 
RK O» 1,35 
5 COs in Ov 


9,0 mm 


90 
ky = 1,55 
5 CO, in N 
+ 24mm 
23 
n 
Vo, 19.8 H 
a) 
Oy 0 “ 
N > 
Cy 4 a 
U 5,6 » 








Beitrige zur Frage der fermentativen EiweiBsynthese'. 


Von 
P. Rona und Fr. Chrometzka. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin. 


( Einae qangen am 15. Juli 1927.) 


Die Frage der fermentativen EiweiBsynthese ist bereits von 
mehreren Forschern bearbeitet worden. Auf Grund der Arbeiten von 
Henriques und Gjaldbék (1911) und in neuerer Zeit durch die Unter- 
suchungen von Wasteneys und Borsook ist die Ansicht vorherrschend, 
daB die durch Pepsin und Trypsin katalysierte EiweiBverdauung eine 
reversible Reaktion ist, d.h. daB unter bestimmten Bedingungen 
Pepsin wie Trypsin auch synthetisieren (den chemischen Umsatz nach 
der Richtung der Synthese katalysieren) kénnen. Diese Annahme 
gewann durch die Untersuchungen von Henriques und (Gjaldbak da- 
durch eine Stiitze. daB es ihnen gelang, den bei diesem Vorgang zu 
erwartenden Schwund von freien N H,-Gruppen nachzuweisen. Andere 
Autoren auf diesem Gebiete nehmen als Kriterium der Synthese das 
Entstehen von schwer léslichen Produkten aus vorher leichter léslichen 
Abbauprodukten an. Eine exakte Analyse der sogenannten Plasteine 
(der synthetischen EiweiBprodukte) war und ist (mit gewissen Ein- 
schrankungen) auch heute noch bei unserer Unkenntnis iiber den 
EiweiBaufbau fast unmdéglich. In der Charakterisierung dieser Plasteine 
liegt aber der Angelpunkt der ganzen Synthesefrage. Wir stellten uns 
die Aufgabe, diesen ProzeB der Synthese mit Methoden zu analysieren, 
die uns die neueste Fermentforschung der Willstdtterschen Schule an 


 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
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die Hand gibt. Wir sind dabei zu einem Resultat gekommen, das mit 
der Ansicht von Borsook und Wasteneys iiber diesen Vorgang in Wicd 
spruch steht, wenn auch ihre experimentellen Befunde bestatigt werden 
konnten. 

Wasteneys und Borsook gingen bei der Charakterisierung ihrer 
Produkte so vor, daB sie die GréBe des Quotienten Amino-N : Gesamt-N 
maBgebend fiir die molekulare Einordnung der EiweiBabbauprodukte an. 
setzten. Ein hochmolekularer EiweiBkérper mit zahlreichen C O— N H.- 
Bindungen, also hohem N-Gehalt, bei geringer Zahl freier COOH. 
und NH,-Gruppen wiirde einen méglichst niedrigen Quotienten ent- 
halten. Je niedriger eine molekulare Abbaustufe ist, desto mehr sinkt 
die Gesamt-N-Zahl zugunsten der freien NH,-Werte, desto gréBer 
wird also der Quotient Amino-N : Gesamt-N. Dies gilt indes natiirlich 
nur fiir Abbauprodukte eines und desselben EiweiBes, denn natives 
Casein z. B. hat einen Quotienten, der 11,9 entspricht, wahrend die 
Proteosen des Albumins (Kérper, die zwischen den natiirlichen Pro. 
teinen und Peptonen stehen) einen solchen von 10,5 zeigen. Wesent- 
liche Bedeutung messen die Autoren dem Léslichkeitsverhalten der 
EiweiBabbauprodukte zu. Tieferer molekularer Bau und _ starkere 
Léslichkeit sollten stets parallel gehen. So bezeichnen Wasteneys 
und Borsook vielfach die in ihren Reagensglasversuchen erhaltenen 
N-haltigen Niederschlage als Plasteine. 

Es kann jedoch leicht beobachtet werden, daB bei der peptischen 
Verdauung des Caseiny allmahlich eine starke Flockung statthat, dic 
aus abgebauten und trotzdem schwerer léslichen Produkten besteht' 
Im Laufe unserer Untersuchungen hatten wir Gelegenheit, diese Beob- 
achtung auch auf Ovalbumin und Serumalbumin auszudehnen. Gerace 
an diesen Substraten ist das Phinomen auffallig, weil erst in spaten 
Stadien der Verdauung diese schwerer wasserléslichen Verbindungen 
entstehen; es miissen offenbar recht tief abgebaute Produkte sein 
Aussichtsreicher gestaltet sich daher die Priifung der Frage einer (an- 
scheinenden) Synthese, wenn die Anderung im Verhalten der freien 
COOH- und der freien NH,-Gruppen gleichzeitig untersucht wird 
Diese Versuche sollen zuniachst in nachfolgendem geschildert werden 


1. Ausgangsmaterial. 


a) Ovalbumin. 


Bei der Beschaffung des Ausgangsmaterials lehnten wir uns eng an di 
von Wasteneys und Borsook im Journ. of Biolog. Chem. 1924 mitgeteilte: 
Vorschriften an. Wir stellten uns aus Ovalbumin Kahlbaum und spater 


1 Vgl. hierzu namentlich H. H. Weber und H. Gesenius, diese Zeitsclhir. 
187, 410, 1927. 
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Merck 6°, ige Lésungen her, stellten sie auf ein fiir das Pepsin geeignetes 
pu ein (s. Tabelle VIII) und lieBen sie wochenlang unter steter Kontrolle 
des Verdauungsgrades und des Milieus hydrolysieren. Als Puffer wahlten 
wir Phosphat'. Am Schlu$ des von uns gewahlten Zeitpunkts zeigte keines 
der Substrate Fallungsreaktionen mit Trichloressigsiiure mehr. In 
Tabelle VIII (S. 263) ist der Ablauf der Verdauung zu ersehen. 


b) Serumalbumin. 


Mehrere Liter Pferdeserum wurden mit der gleichen Menge gesattigten 
Ammonsulfats von den Globulinen befreit. Das Filtrat wurde 8 bis 10 Tage 
gegen flieBendes Wasser dialysiert (Schleicher-Schiill-Membran). Die so 
erhaltene sehr verdiinnte Albuminlésung enthielt kein Ammonsulfat mehr, 
war volistandig klar und wurde im Vakuum bei einer Temperatur, die 
37°C nicht iiberschritt, auf eine 6°,ige Lésung konzentriert. Auch diese 
Lésung wurde mit Phosphat stark gepuffert bei einem optimalen py durch 
Pepsin hydrolysiert. 


c) Casein. 

Wir verdanken die freundliche Uberlassung der durch Pepsin weit 
abgebauten Caseinlésungen (Casein Hammarsten, Pepsin Ph. Brit) Herrn 
Dr. Gesenius*. Auch diese Lésung zeigte keinerlei Fallbarkeit mit Trichlor- 
essigsaure . 

2. Syntheseversuche. 
a) Pepsin-,,Synthese* 
a) Ovalbumin. (Tabelle I.) 


Wasteneys und Borsook untersuchten eingehend die Bedingungen, 
unter denen die Ausbeute an wasserunléslichen Produkten, also die 
, Synthese am gréBten war, und fanden das Optimum der syntheti- 
sierenden Funktion des Pepsins bei py 4 bis 5 bei der Verwendung 
méglichst hoch konzentrierter Lésungen von EiweiBabbaustufen. 
Die sehr eingehend studierten Bedingungen sind in ihren Arbeiten 
nachzulesen*. Unsere Fragestellung lautete: Kénnen wir in Anlehnung 
an die in den zitierten Arbeiten gegebenen Bedingungen dasselbe 


1 Beispiel einer Ovalbuminpufferung: Lésung F: 12g Ovalbumin 
(Merck) werden in Wasser unter tropfenweisem Zusatz von n NaOH 
mdéglichst gelést. Danach wird mit Salzséure neutralisiert und mit 40 cem 
eines Phosphatpuffers gepuffert, der auf 100 cem m H,PO, 16 cem n NaOH 
enthalt. Die Lésung wird dann auf 400 ccm mit Wasser aufgefiillt, mit 
Pepsin versetzt und unter Toluol zur Verdauung angesetzt. 

Beispiel einer Serumalbuminpufferung: Lésung D: 300 cem der 6° igen 
Serumalbuminlésung werden mit 102 cem des beim Ovalbumin beschriebenen 
phosphorsaéureprimaren Phosphatpuffers versetzt. Nach Messung des py 
wird mit Pepsin unter Toluolzusatz verdaut. 

2 Uber die Herstellung vgl. H. Weber und H. Gesenius |. c. 

* Wasteneys und Borsook, Journ. of Biol. Chem. 62, 15, 1924/25; 
Borsook und Wasteneys, ebendaselbst 62, 633, 1924/25; 68, 563, 1925. 
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1 2 3 4 5 6 7 
oo va Be Rest-N Rest-N N 
Pn ol Ansatz Pu Ges.«N (CCilz;COOH) (Hofmeister) W illatatter var 
reihe g°°lo ge" glo com n KOH o Amin n 
2 A 40 | 4,410 4,334 4,354 165,0 0.848 
2 B 4.0 4,214 3,729 4.004 158,0 0.7375 
2 ( 4,0 4,200 3,192 3,654 156.0 0.6915 
2 D 4,0 4,140 3,898 3,864 160,0 0.6832 
3 A 4.0 3,842 3.830 3.840 110.0 0.706 
3 B 4,0 3,710 2,920 3,290 106,0 0,606 
3 ( 4,0 3,710 2,960 3,360 106,0 0,570 
———— ee | a — ——————— 
5 A 4,23 5,418 5,180 5,265 179.0 1,098 
5 B | 4,23 »,012 3,822 4,718 166.0 0.827 
9 \ 4.23 4,640 4.600 4.640 168.0 1.030 
9 B 4,23 4,651 3,458 4,088 168,0 0,851 
10 A 5.54 4,102 4,032 — 122.0 0.961 
10 D 5,54 4,000 3,562 123,0 0,80 
| | 
11 A 5,52 | 3,950 3,900 — 157,3 0,965 
11 b 5,52 | 3,990 3,600 om 156,2 0,765 
13 A 4,1 5,964 5,960 a= 244.0 1,364 
13 B, | 41 | 5,894 4,637 - 242.0 1,126 
13 By 41 6,104 4.838 _ 245.0 1,0% 
14 A 1,87 6,356 6,354 —_ 400,0 1,446 
14 | B 1,87 5,432 5,420 — 350,0 1,25 
* Anmerkung zu Tabelle I. Alle Zahlen der Ansitze B, C, D miissen mit einem Faktor (z. B. in “ 
den Ansatz A bezogen werden kénnen. me Us 
** Bemerkung zur Hofmeister-EnteiweiBung durch Kochen. 5 ccm der, wie beschrieben, verdunn'4 
Elektrolyte werden etwa 2g NaCl zugesetzt. Man stellt die so in einen Kjeldahikolben eingebracnten u ~ 





direkt in einen Kjeldahikolben filtriert und das Filter mit 1°/,)iger Monokaliumphosphatiésung gewascd in Filt 
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| , 
) 10 11] 
' NinMaeeee — . g°°/o des Fallbaren durch 
ae a = — . " a Anordnung der Ansatze 
n n ( nt 2 richlors » 
aa com com essigsaure Kochen © 
S45 
’ — 1.7 1.3 A: Sofort nach Umstellung auf 
737 Pu 4,0 analysiert 
: 0.4 5.4 11,5 5.0 B: Umstellg. aut py = 4,0 ohne 
O17 weit.Zus. 48 Std.i.Thermost. 
_ 1.0 8.6 24.0 13.0 C: Umstellg. auf py = 4,0. Zus 
v. 10° > Pepsin. 48 Std. im 
6829 Thermostaten 
. + 53 — 863 5.8 6.6 D: Umstellg. auf py; = 4,0. Auf- 
kochen nach Zus. von 10°), 
Pepsin. 48 Std. i. Thermost 
(hy, 
: - 0,0 0,0 A: Umstellg. auf py = 4,0. Sof 
GG analysiert 
+ 0,0 — 54 21.3 11,3 B: Umstellg auf py = 4.0 Zus. 
v. 10°/9 Pepsin. 48 Std. im 
570 : Thermostaten 
+ 0,0 8.0 20.0 9.5 C: Umstellg. auf pyy = 4,0. Auf- 
kochen. Zus. v. 10°)» Pepsin. 
48 Std. im Thermostaten. 
HGS 
- _ 4.5 2,9 A; Umstellg. auf py = 4,23. Sof. 
897 analysiert 
. £ 0,0 14,0 23,8 5.9 B: Umstellg. auf py = 4,23. Zus 
satz, v. 10° Pepsin. 48 Std 
im Thermostaten 
BO 
— 9.80 0.0 A: Umstellg. auf Pu = 4,23. Sof. 
RF analysiert 
t 0,0 i3.8 25.7 12.1 B: Umstellg. auf py = 4,23. Zus. 
v. 10 °/, Peps. 48 Std. i. Therm 
4) 
nai 1.70 A: Umstellg. auf pu = 5,54. Sof. 
21) analysiert. 
+10 11.4 11.00 _ D: Umstellung auf pu 5.54. 
Zusatz von 10°), Pepsin. 
48 Std. im Thermostaten 
yi 
0,0 — A: Umstellung auf pH 5,52. 
[33 Sofort analysiert 
1.9 — 100 OR B: Umstellung auf pu = 5,52. 
Zus. v. 10°), Pepsin. 48 Std. 
im Thermostaten 
tid . 
me 0.0 A: Umstellg. auf py = 4,1. Sof. 
”~ analysiert 
" 2.0 17.0 214 B, pag —. pu = 41. 
M ‘ ‘ Zus.v.10° » Pepsin. 48 Std. 
+ 1,0 — 19,2 20.8 Ae Bs: | im Thermostaten bei 40° 
fy 
‘ _— 0,0 —_— A: Einstellung auf py = 1,87. 
5S Sofort analysiert 
+ 95 + 14 Spuren — B: Einstellung auf py = 1,87. 
Zus. v.10°)9 Pepsin. 48 Std. 
im Thermostaten 
tw. 1,047, 1,052, 1,065) multipliziert werden, damit sie wegen der Verschiedenhcit des Gesamt-N-Gehaltes auf 
vee . sitze werden mit 50 ccm einer 2°/,igen Monokaliumpbosphatlésung versetzt. Zur Vermehrung der 
wascheae™' Cinem Steigrohr versehenen Analysen fiir '/, Std. in ein kochendes Wasserbad. Danach wird abgekiiblt, 





m Filtrat wird, wie bekannt, der N bestimmt. 
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Resultat erhalten und wie verhalten sich die COO H- und N H,-Gruppen 
vor und nach Ablauf der Reaktion ? 


Zur Darstellung der konzentrierten EiweiBabbauprodukte wurden 
die wie oben beschriebenen, durch Pepsin véllig verdauten Ovalbumin- 
lésungen unter vermindertem Druck im Kolben bei 37°C eingeengt. Die 
vollig klaren, gelbbraun gefarbten, zahfliissigen Lésungen wurden — wie 
aus der Tabelle I zu ersehen ist — auf das fiir die einzelnen Ansitze be- 
notigte p_ gebracht. Wir bedienten uns zu dieser Umstellung gewéhnlich 
der Glockenelektrode. 

Nach der Einstellung des im Einzelfalle aus der Tabelle I abzulesenden 
Pu wurden je 5ecem der stark viskosen, klaren Lésung in verschiedene 
Reagenzgliser gebracht. Zu den fiir den Syntheseversuch bestimmten 
Ansiatzen (gewOhnlich 5cem) wurden 0,5g¢ (oder eine andere aus der Tabelle 
zu ersehene Menge) Pepsin Merck zugefiigt. Nach Zusatz von Toluol 
wurden die Glaser verkorkt und in den Thermostaten (37 bis 40°C) fiir 
48 Stunden verbracht. Der A-Wert (s. Tabelle) wurde sofort analysiert. 
Nach Ablauf der Pepsinwirkung in den ,,Synthese‘*-Ansaétzen wurden diese 
ebenso behandelt. 

Bemerkungen zur Aufarbeitung der Ansétze. Als Ausgangssubstrat 
(Ansatz A) dienten die eingedickten, auf den in den einzelnen Tabellen 
angegebenen pg gebrachten peptischen Verdauungsprodukte. 5ccm des 
Substrats wurden in einen 25-cem-Kolben pipettiert, bis zur Marke mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt, dann je 5ccm zur Analyse des Gesamt-N, 
des Rest-N, der Willstattertitration verwandt; in den Versuchen 9, 11, 
und 13 ebenfalls 5cem zur Ammoniakbestimmung. Die Ansaétze B, C usw.. 
zu denen auch stets 5cem der eingeengten Lésung der peptischen Ver- 
dauungsprodukte verwandt wurden (Pepsin bzw. Trypsin wurde nach 
Angabe von Wasieneys und Borsook in die 5cem hineingeriihrt), waren 
nach dem Versuch nicht mehr homogen; sie stellten Suspensionen dar. 
Es ware méglich gewesen, durcl A'kali die suspendierte Phase zu lésen. 
Wir zogen aber vor, die Suspension als solche zu analysieren, d.h. wit 

schiittelten kraftig um und pipettierten rasch je 5 ccm unter fortgesetztem 
Schiitteln fiir die einzelnen Analysen ab. 


Aus zwélf Versuchen geht hervor, daB in Ubereinstimmung mit 
den Angaben von Wasteneys und Borsook durch die Wirkung von 
Pepsin auf konzentrierte klarwasserlésliche EiweiBabbauprodukte des 
Ovalbumins schwerlésliche Verbindungen ausgefallt werden. Die 
Trichloressigsdurefallbarkeit nimmt sehr stark zu. py 4 bis 5,5 sind 
optimale Gebiete fiir diese Reaktion. Wie Versuch 14 zeigt, findet 
bei einem px von 1,8 keinerlei Vermehrung der mit Trichloressigsaure 
fillbaren Substanzen statt. Die Menge der wasserunléslichen und der 
mit Trichloressigsdure fallbaren Substanzen gehen nicht parallel, stets 
bilden die wasserunléslichen Produkte nur einen Teil der mit Trichlor- 
essigsaure ausgefallten Substanzen. 

Das Bemerkenswerteste in der Tabelle ist das Verhalten der COO H- 
und NH,-Gruppen. In Kolumne 9 sind die Verainderungen der COO H- 
und NH,-Mengen angegeben. Dabei bedeutet ein + einen Zuwachs, 
ein — eine Abnahme der besagten Gruppen in den B, C, D usw. -An- 
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satzen gegeniiber dem A-Werte. In 12 Versuchen zeigt sich, daB |. 
dem Vorgang der Synthese die CQOH-Gruppen praktisch véllig glei: 
bleiben. Durchgehend zeigt sich dagegen eine erhebliche Abnahme 
der NH,-Gruppen. Die GréBe der Fallbarkeit mit Trichloressigsiure 
geht in groBen Ziigen parallel mit der Menge der verschwundenen 
N H,-Gruppen. 

b) Serumalbumin. (Tabelle II.) 

Das peptische Serumalbuminabbaugemisch (Darstellung siehe oben) 
wurde, wie beim Ovalbumin beschrieben, erheblich eingeengt. D 
Lésungen waren ebenfalls klar, aber weitaus dunkler gefairbt als dic 
gleichbehandelten Ovalbuminlésungen. Bei der dann angestellten U) 
stellung auf einen fiir die Synthese geeigneten py traten stets geringe 
Fallungserscheinungen auf. 

Die Versuchsbedingungen wurden vdéllig analog dem bei den Ov- 
albuminversuchen beschriebenen Verfahren gewahlt. Desgleichen 
staltete sich die Aufarbeitung der Versuche und ihre tabellarische Aut- 
zeichnung in der oben gegebenen Weise. 

Auch hier konnten wir — wie aus der Tabelle Il zu ersehen ist 
dartun, daB eine ,,Synthese*‘ (im Sinne von Borsook und Wasteneys) 
statthat. Die Menge der mit Trichloressigsiure fallbaren Substanzen 
erreicht ahnliche Grade wie die beim Ovalbumin. Das Verhalten der 
COOH- und NH,-Gruppen war auch dem beim Ovalbumin entsprechend. 


c) Casein. (Tabelle ITI.) 

In Anbetracht der besonderen Stellung, die das Casein unter den 
nativen EiweiBkérpern einnimmt, war es interessant zu untersuchen, 
ob auch dieses Substrat zur Synthese geeignet sei, da ja Wasteneys 
und Borsook an dem Beispiel der Gelatine zeigten, daB die Fahigkeit 
zur Synthese nicht allen EiweiBklassen zukommt. Die Gewinnung 
der eingeengten Produkte des Caseinabbaues geschah in derselben 
Anordnung wie unter a) und b). Ebenso gestaltete sich die Aufarbeitung 
der einzelnen Ansatze. 

Es findet keinerlei Veranderung des Substrats im Sinne einer 
gréBeren Fallbarkeit durch Trichloressigsiure nach dem Einwirken 
des Pepsins bei py 4,2 und 4,8 statt. Wirft man einen Blick auf die 
COOH- und NH,-Gruppen (Tabelle III, Kolonne 8), so ergibt sich die 
Tatsache, daB die Menge derselben entweder gleich geblieben oder ein 
wenig zugenommen hat. 


B) Trypsin. (Tabelle IV.) 

Nach den Angaben von Wasteneys und Borsook beschrankt sic! 
die synthetisierende Eigenschaft der Proteasen nicht nur auf das Pepsin. 
vielmehr auch das Trypsin ist imstande, aus peptischen EiweiBabbau 
produkten Plastein zu resynthetisieren. 
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Wir priiften diese Angaben nach, indem wir auf konzentrierte 
peptische Verdauungsprodukte des Ovalbumins Pankreatin Rhenania 
einwirken lieBen!. 

Sowohl Ovalbumin wie Serumalbumin werden durch Pankreatin 
Rhenania weitergespalten. Bei py 5,5 (Ansatz 10 und 11) ergibt sich 
das von Borsook und Wasteneys beobachtete Phinomen des Au! 
tretens von Kérpern, die mit Trichloressigséure fallbar sind. Bei py s 
geschieht dies in erheblich geringerem MaBe, bei px 9,5 nicht meh: 
Beachtet man die COOH- und NH,-Werte, so findet man gegeniiber 
den in Tabelle I und II erhobenen Befunden ein ganz anderes Verhalten 
Stets finden wir eine Zunahme sowohl der NH,- wie COOH-Gruppen 


In Ansatz 13 muB offensichtlich eine Abspaltung von NH, statt- 
gefunden haben, was wohl auf die groBe Alkalitat des Ansatzes zuriick- 
zufiihren ist. Die Spaltung verlauft sonst nach dem Typus COOH: NH, 
wie 1: 1. 

Die weiteren Versuche beschaftigten sich mit der Frage iiber dic 
Einwirkung des Kochens auf die EiweiBabbauprodukte und die Wirkung 
des Pepsins auf die gekochten Substrate. Dies wurde an Ovalbumin- 
und Serumalbuminabbauprodukten gepriift. (Tabelle V.) 

In der tiblichen Anordnung wurden 5cem des auf den beabsichtigten 
pu eingestellten und eingeengten Substrats einmal sofort analysiert (A) 
zweitens wird der Normalansatz (ungekocht) mit 10°, Pepsin angesetzt 
(2C, 4B, 5B, 9B). Die Hauptansatze dieser Tabelle lassen sich in 
zwei Gruppen teilen, die einen werden '/, Stunde im siedendem Wasser. 
bad gehalten vor dem Zusatz von Pepsin (2 E, 4C, 5C,), die anderen 
nach Zusatz von Pepsin (2 D, 3D, 5C,, 9C,). 

Durch die Prozedur des Kochens der EiweiBabbauprodukte in 
konzentrierten Lésungen findet regelmaBig eine Vermehrung det 
COOH- und NH,-Gruppen statt. Aber der Eingriff geht noch weiter 
Das freigemachte NH, wird abgespalten. So erklart sich der Verlust 


1 Das Produkt stellt cin voluminéses, schwach gelbliches Pulver da: 
Es enthalt noch eine Menge mit Trichloressigsiure fallbarer Substanze: 
Daneben finden sich betrachtliche Mengen von freien COOH- und NH, 
Gruppen. L&aBt man nun diesen Fermentkomplex bei einem py von 5,35 
(wie wir ihn bei unseren Ansaétzen brauchten) fiir 48 Stunden im Thermo- 
staten stehen, so zeigt sich, daB die Zahl der COOH- und NH,-Gruppen 
erheblich zu-, die Menge der mit Trichloressigséure fallbaren Korper da 
gegen abnimmt. Es ist deshalb notwendig, diese COOH- und N H,-Werte. 
die pro Ansatz einen Leerwert von 48 cem n COOH und NH, ausmache 
von den in den Vollansatzen erhaltenen Zahlen abzuziehen. Die die- 
beziiglichen Zahlen sind in Tabelle [IV unter der Chiffre: Pr. Rh., au’ 
gefiihrt. Die Konzentration an Ferment ist dieselbe wie in den A: 
sitzen derselben Tabelle. Anordnung der Versuche und Ausfiihrung de: 
Analysen analog den Angaben unter dem Kapitel Ovalbumin. 
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an Aminogruppen. In dem zuletzt angefiihrten Versuch 9 C, wurde ein 
Ammoniakbestimmung angeschlossen. Es ergaben sich 182.5 mg _ ver 
schwundener NH,-N und 104,9mg NH,-N, ein Resultat, das, wenn 
auch die Schwierigkeit der Ammoniakbestimmung zur Vorsicht mahnt 
doch erheblich ins Gewicht fallt. Daraus ergibt sich, daB bei der Ver- 
folgung des Verhaltens der COOH- und NH,-Werte in den Synthese 
versuchen eine aufgekochte Kontrolle nicht verwertet werden kann 
Die ,,Synthese“ am gekochten Substrat ist erheblich gehemmt. Zum 
Vergleich sind in der Tabelle die nicht gekochten, sonst gleich aus 
gefiihrten Ansatze aufgezeichnet (2 C, 5 B, 9 B). 

Was den EinfluB der Temperatur auf die Synthese anlangt, fassen 
Borsook und Wasteneys die Ergebnisse ihrer dahinzielenden Unte 
suchungen in einer Kurve zusammen, die in Form einer Parabel von 
10 bis 40 steil ansteigt (Abszisse die Temperaturen, Ordinate der mit 
Trichloressigsaure fallbare Teil in Prozenten des Gesamtstickstoffs), 
von 40 bis 65 sich der horizontalen Richtung nahert. 

Wir stellten zwei Ansitze an, mit eingeengtem Ovalbumin als 
Substrat und den Temperaturen von 55 und 65°. 


Tabelle VI. 





Veranderung der 


Wwill- , je  Irichlor- 
ne Ansatz > Ges.N | ,ResteN stdtter | van Slyke ya in , essigsaure- 
kol-Ne.| Pu reS-#N  (Trichlor) a aa 
oll-Nr com e° - 
g°°lo Ro nKOH AminosN n COOH n NH, &° 
16 A 4.0 5,964 5,960 2440 | 1,364 — 0.0 
B 40 5960 4,840 250.0 | 0,924 + 6,0 |-314 19,0 
C 40 6104 4,832 250.0 | 1,116 + 1,0 19.6 20.8 
16 D 40 | 2,73 2,78 6.25 0,6035 _ — 0.0 
hi 4,0 | 2,80 2,58 645 05848 +01 - 14 7.6 
Anordnung der Ansitze. A: Ausgangssubstrat. $,, 4. Sofort analysiert. — B: Zunichs: 


24 Std. bei 40°, dann 24 Std. bei 50°C. 10°), Pepsinzusatz. — C: Ansatz wie B, aber ohne Er- 
hébung der Temperatur. — D: Ausgangssubstrat. 2, 4. Sofort analysiert. — E: 10 Std. bei 55 
nach Zusatz von 0,35g Pepsin = 7 °/>. 

16 A: wird sofort nach Umstellung auf py 4,0 analysiert. 

16B und C: die Ansa&tze wurden zunidchst 24 Stunden mit 0,5 cen 
Pepsin in den Thermostaten von 40° gestellt. 16C wird weiter darin be- 
lassen, 16C wird in den Thermostaten von 65° gestellt auf 12 Stunden 
Nach dieser Zeit werden B und C analysiert. 


Wie aus der Tabelle VI sichtlich ist, konnten wir in unseren An- 
sitzen eine Beschleunigung der Synthese bei Erhéhung der Temperatur 
nicht feststellen. Besonders klar geht dies aus dem Versuche 16 5 
(Pepsinwirkung bei 40, dann bei 65°) hervor. Der von uns gefundene 
Wert in 16E von 7,6°%, Trichloressigsture fallbarer Substanz ent 
spricht den von Wasteneys und Borsook bei 40° und derselben N-Kon- 
zentration angegebenen Zahl: 7,4°,. 
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FaBt man die bisherigen experimentellen Befunde zusammen, so 
miissen Bedenken dagegen erhoben werden, daB das von Wasteneys 
und Borsook beobachtete und von uns in allen einzelnen Teilen be- 
stétigte Phinomen der Gewinnung schwerer léslicher Produkte durch 
die Pepsineinwirkung auf hochkonzentrierte, wasserlésliche Eiweib- 
abbauprodukte bei px 4 bis 5 oder durch die Trypsineinwirkung bei 
pa 5,5 tatsachlich eine Synthese ist. Unter den angefiihrten Bedingungen 
erscheint die Wirkung des Pepsins in den hochkonzentrierten EiweiB- 
abbauprodukten als eine Desamidierung', die des Trypsins als eine 
einfache Weiterspaltung des Substrats, in beiden Fallen unter Bildung 
schwer léslicher Produkte. 

Diese Annahme ist durch folgende Beobachtungen gestiitzt. 1. Lm 
Verlauf der Reaktion, deren Ergebnis das Auftreten von trichloressig- 
siurefallbaren Substanzen ist, wird stets ein Verlust von Aminostickstoff 
beobachtet. Die Menge der COOH-Gruppen bleibt aber stets gleich. 
2. In dem Casein fanden wir einen Vertreter der Gruppe, deren Bausteine 
nicht imstande sind, eine Resynthese (im Sinne von Wasteneys und 
Borsook) zu dem Ausgangsprotein herbeizufiihren. (Wasteneys und 
Borsook fanden dieses Phainomen bei der Gelatine.) Verfolgt man 
nun beim Casein die Verhaltnisse der NH,- und COOH-Gruppen im 
Verlauf der Reaktion, so findet man, daB hier keine Aminostickstoff- 
abspaltung, wie beim Ovalbumin und Serumalbumin statthat. 3. Die 
GréBe des NH,-Schwundes schwankt in den einzelnen Versuchen, 
doch so, daB bei hoher NH,-Abspaltung die Menge der mit Trichlor- 
essigsiure fillbaren Substanz ebenfalls hoch ist. (Versuche 2 A, B 
und D; Versuche 16 B und E.) 4. Kocht man die eingeengten Substrate 
vor dem Ansatz mit Pepsin auf, so findet man eine nennenswerte Ab- 
spaltung von COOH- und NH,-Gruppen durch das Kochen (Tabelle V). 
Der Widerspruch, der scheinbar darin besteht, daB eine Erhéhung der 
Zah| der NH,-Gruppen nicht anzutreffen ist, beruht darauf, daB die 
frei gewordenen Aminogruppen abgespalten werden. In Uberein- 
stimmung mit Beobachtungen friiherer Forscher miissen wir bei dem 
KochprozeB einen tiefen Eingriff in das Molekiilgefiige des Substrats 
annehmen. Trotzdem gelingt es, durch Pepsin unter den bekannten 
Bedingungen auch an diesem gekochten Substrat eine ,,Synthese* 
hervorzurufen. 

Zur weiteren Stiitze unserer oben dargelegten Ansicht versuchten wir, 
den ProzeB der Desaminierung der Substrate auf rein chemischem Wege 
durehzufiihren. Folgende Versuchsanordnung fiihrte zum Ziel. 

1,5 cem der eingedickten Ovalbuminabbauprodukte, die keine Fallung 
mit Trichloressigséure gaben, wurden mit 3 ccm Eisessig und 10 cem einer 


! Der Nachweis, daB diese desamidierende Wirkung wirklich dem 
Pepsin zuzuschreiben ist, steht aber noch aus. 


262 P. Rona u. Fr. Chrometzka: 


30°, igen Natriumnitritlésung versetzt. Nach Ablauf der energiscly 

Reaktion zeigt sich, daB die vorher klare Lésung stark getriibt ist uni! 
eine klumpige Fallung aufweist. An die jetzt erfolgte Neutralisation mit 
30°. iger Natronlauge schlieBt sich ein Zusatz von Trichloressigséure a: 

Nach mehrstiindigem Stehen wird die entstandene dicke Triibung al) 
filtriert und mit groBen Mengen destilliertem Wasser gewaschen. Auch 
in verdiinnten Ovalbuminlésungen kann man bei dieser Versuchsanordnuny 
einen Niederschlag erzielen. Nicht hingegen bei Caseinabbauprodukten, 
weder in verdiinnter noch in eingedickter Lésung des Substrats. Dies 
Beobachtungen lassen sich gut im Sinne unserer Ansicht iiber die Natu: 
der ,,synthetischen** Produkte verwerten. 

LaBt man auf die Trichloressigsdurefiltrate der durch Pepsin des 
amidierten Ansatze salpetrige Saéure einwirken, so erfolgt nur eine auBerst 
geringe Vermehrung der Fillbarkeit mit Trichloressigsiure. Sie steht 
erheblich zuriick hinter der Menge des ausfallbaren Anteils in Ansatzen, 
die noch nicht der Einwirkung des Pepsins unterworfen waren. Die durch 
salpetrige Saéure dargestellten Produkte waren schwer léslich in Wasser, 
léslich in Alkali. Beim Anséuern fallt das Produkt aus der alkalischen 
Lésung zum Teil wieder aus. Suspendiert man es in einem Milieu von 
Pu 1,5 und iiberlaBt es der peptischen Verdauung, so wurde es nicht an 
gegriffen. Der Quotient Amino-N : Gesamt-N betrug in zwei Proben des 
Produkts 8,8 und 8,6. 

5. Bei einer Desaminierung mu8 Ammoniak abgespalten werden 
Trotz der technischen Schwierigkeiten, dieses abgespaltene Ammoniak 
nachzuweisen (bei zu hoher Alkalitat des Analysenansatzes spaltet 
man erhebliche Mengen Ammoniak aus der Muttersubstanz ab, zu 
vorsichtig durchgefiihrte Alkalisierung gibt ungeniigende Ausbeute 
an der wirklich vorhandenen N H,-Menge), haben wir in dieser Richtung 
im ganzen befriedigende Resultate erzielt. Unsere Analysenbefunde sind 
allerdings nur qualitativ auszuwerten und sie miissen durch weitere 
Versuche erganzt werden. Sie sind in der Tabelle VII zusammengestellt 


Tabelle VII. 





_ Gefundener 
oes ae Ansatz or NtigeN Versuchsanordnung 
mg-" 0 mgs") o 

9 A -- 50,0 Ausgangssubstrat 

9 B 180,0 140,0 Aus A -- 10° Pepsin 48 Std.40 

9 C 118,0 70,0 Gekocht und sofort analysiert 
a, D 182.0 154.0 Gekocht u. 48 St. bei 40° gehalten 
11 A -— 70,0 Ausgangssubstrat 

11 B 140,0 133.0 Aus A + 10°/, Pepsin 48 Std. 40 
13 A - 83,0 Ausgangssubstrat 

13 B 266,0 221,0 Aus A + 10° 9 Pepsin 48 Std./40 


Anmerkung zu Tabelle VII: Die hierin angefiihrten Versuche 9, |! 
und 13 sind beziiglich ihrer Analysenwerte (Gesamt-N, Rest-N, COOH 
und N H,-Werte) in Tabelle I wiederzufinden. Dort ist auch das ,,Ausgangs 
substrat’ genau charakterisiert. Es wurde der Effekt der Einwirkung des 
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ubstrat und 
‘rotokoll-Nr. 


6°, iges 
Ovalbumin 
Kahlbaum A 


2°, Pepsin 


6°, 1ges 
Serumalb. C 
eigene Dar- 
stellung 
+ 2% Pepsin 


6° ,1ges 
Serumalb. 
Losung D 
+ 2% Pepsin 
6% ige 
Ovalbumin- 
los. (Merck) E 


+ 2% Pepsin 


Dieselbe Losg. 
neu u. starker 
gepuffert 
+ 2% Pepsin 


6° iges 
Ovalbumin 

(Merck) 
Losung F 
+ 3% Pepsin 


Datum 
15. I. 
‘.. 
14. Il. 
16. IL. 
18. Il 
21. I 
25. U 
31. I. 
1. I. 
7. &. 
ll. U 
14. Il 
18. IL. 
21. IIL. 
23. TI. 
9. Il. 
11. IL. 
18. I. 
23. IL. 
10. I. 
12. Il. 
15. II. 
18. IL. 
23. Il. 
22. Il. 
23. II. 
25. II. 
28. Il. 
2. IT. 


Willstatter 
Titrat 
100 g Substr. 
verbr. ccm 
n5KOH 


361.0 


381.0 
383.0 


388.0 
393.0 
411,0 


318.0 
333.0 
347.0 
350.0 
353.0 
357.0 
358.0 
362.0 
247.0 
PSs.0 
291.0 
299.0 


127,0 
140.0 


227,0 
240,0 
950.0 


164,3 
184.8 
195,3 
201,7 


203.4 


ran Slyke 


Amino-N 


0.06115 


0.0937 
0.09713 


0.1096 
0.1172 
0.1340 


0.1563 
0.1708 
0,1998 
0),2022 
0,294 
0.2149 
0.2221 
0.2232 
0.0850 
0,125 

0.1516 
0.1764 


0.03486 
0.0729 


0.0725 
0.0812 
0.0922 


0.05142 
0. S545 
0.0962 
0.1187 
0.1274 


Zuwachs in 


®/>nCOOH °%> 


4.0 
44 


5.4 
6,42 


10.0 


3,0 
5.8 
64 
7.0 
7.8 
8.06 
8,92 
7.84 
8,8 
10.4 


2.52 


2.60 
4,62 


— 


) 
& 


1 
2 
4 
8 


151 


~ 


com 


neNH, 


1,41 


3 


tt Coto 


A 
3,2 

Ss 
5,42 


Bemerkungen 


Nicht analysiert 

Neu _ eingestellt 
Py = 13 

Stark gallertig 

+ 2g Pepsin 

Stark gallertig 

+ 1g Pepsin 

Stark gallertig 

+ 2g Pepsin 

Hellt sich bes 
trachtlich auf 

Pu 1,3 

+ 1g Pepsin 


+ 1g Pepsin 


Pu 16 


+ 2g Pepsin 


Pa = 
Pa = 25 
Pu = 14 
Pu = 16 


Pepsins auf die konzentrierten peptischen Verdauungsgemische von Ov- 
albumin (Merck) bei einem py von 4,23 (Versuch 9), 5,52 (Versuch 11) und 
4.1 (Versuch 13) beobachtet. 
NH,-N und der gefundene N H,-N verglichen. In 9 B, 11 B und 13 B hatte, 
wie aus Tabelle I zu ersehen ist, eine erhebliche ,,Synthese“ stattgefunden ; 


der Verlust an NH,-N (van Slyke) war betrichtlich. 


NH,-Bestimmung differierte in den einzelnen Versuchen. 


wurde folgendermaBen verfahren. 


Die 


In der Tabelle wird nur der abgespaltene 


Methode der 


Im Versuch 9 
5 ecm der fiinffach verdiinnten Ansatze 


wurden mit n NaOH (gegen Phenolphthalein) neutralisiert, dann in ein 
weites Reagenzglas eingefiillt, mittels einer mit n/20 H,SO, versetzten 
Vorlage mit der Vakuumpumpe verbunden. 


Durch einen am Steigrohr 
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montierten Trichter wurden dann 2 Tropfen gesiattigter Natronlauge w 
5 Tropfen Oktylalkohols zugefiigt, etwa 3 bis 4 Stunden im Wasserba: 
von 70° ein mittelstarker Luftstrom durch die Apparatur gesaugt. | 
Versuch 11 wurde eine gesattigte Lésung von Ba(OH), zum Neutralisiere) 
verwandt, desgleichen tropfenweise von dieser Lésung wahrend der Luft 
durchsaugung zugesetzt. Im Versuch 13 wurden 5 cem des Ansatzes zuerst 
mit 45cem absolutem Alkohol gefallt, das Filtrat des Koagulums wuri 
von Alkohol befreit und dann wie in Versuch 11 behandelt. Alle A-Ansatz 
zeigen geringe Mengen NH,. Die NH,-Mengen in den B-Ansatzen bleibe: 
hinter den nach der N H,-Abspaltung zu erwartenden zuriick, was mégliche: 
weise auf eine ungeniigende NH,-Uberfiihrung bei dem angewandt 
Verfahren des NH, zuriickzufiihren ist. Ansatz C und D (s. Tabelle \ 
sind ,,gekochte* Ansétze. Kocht man namlich die konzentrierten peptischen 
Verdauungsgemische, so zeigt sich, daB dieser ProzeB einen Verlust an 
Amino-N (van Slyke) zur Folge hat. Auch da ist also eine N H,-Vermehrung 
zu erwarten. In Ansatz D, der nach dem Kochen noch 48 Stunden bei 40) 
im Thermostaten gestanden hat, ist das deutlich sichtbar. 


6. Bei der tryptischen Verdauung handelt es sich bei den be 
treffenden Versuchen um eine einfache Weiterverdauung der peptischen 
Verdauungsgemische, mit der Wirkung, da8 in dem vorher klaren 
Ansatz eine starke Fallung auftritt und eine vorher nicht beobachtet: 
Fallbarkeit mit Trichloressigsiure zu konstatieren ist. Das niedriger 
molekulare Abbauprodukt ist schwerer léslich als die Muttersubstanz 
und wird durch Trichloressigsiure fallbar. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Das von Wasteneys und Borsook beschriebene Phiinomen des 
Auftretens schwer léslicher Produkte wahrend der peptischen und 
tryptischen Verdauung unter entsprechenden Bedingungen konnte 
bestatigt werden. Doch sprechen die mitgeteilten Versuche nicht in 
dem Sinne, daB wir es hier mit synthetischen Produkten zu tun haben 
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Beitrag zur Frage iiber das Eingreifen des Thyroxins 
in den intermediiren Zellstoffwechsel. 


Von 


Alexander Simon (Budapest). 


\us der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1927.) 


Aus den Arbeiten von Adler und Lipschitz (1), Ahigreen und Wohl- 
gemuth (2) u.a. kann der SchluB gezogen werden, daB die Hormone 
in vieler Hinsicht als eine Art von Aktivatoren und Paralysatoren 
der Zellstoffwechselfermente anzusehen sind. Man konnte sogar An- 
haltspunkte geben, an welcher Stelle der noch vielfach uniibersehbar 
komplexen Vorginge des Zellstoffwechsels die Hormone eingreifen. 
In dieser Hinsicht ist die Feststellung von Newberg, Gottschalk, StrauB (3) 
und Gottschalk (4) sehr wichtig, daB das Insulin die intermediare Acet- 
aldehydbildung des tiberlebenden Leber- und Muskelgewebes machtig 
férdert und daB das Adrenalin denselben ProzeB hemmen kann. Aus 
ihren Befunden haben Newberg und Gottschalk den SchluB gezogen, 
da8B der Mechanismus der Insulinwirkung zum Teil mit der Verbrennung 
der Kohlehydrate im Zusammenhang steht, und daB der eine Faktor 
der Hyperglykamie verursachenden Wirkung des Adrenalins eben 
die Hemmung der Verbrennung der Glucose ist. 

Mein Ziel war die Untersuchung der Wirkung des Thyroxins 
auf die Acetaldehydbildung in der Leber, in der Hoffnung, daB durch 
die Ergebnisse der Arbeit Schliisse auch auf den Mechanismus der 
Thyroxinwirkung zu ziehen sind. 

Das Tyroxin wurde uns von der Firma Schering in der Form eines 
von ihr hergestellten Praiparats zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an 


lieser Stelle unseren besten Dank aussprechen. Das Priparat wurde mit 
einzelnen Anderungen nach den Harringtonschen Vorschriften gewonnen. 
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Die Methodik der Versuche folgte mit einigen kleinen And 
rungen den Beschreibungen des Abfangverfahrens von Newberg und 
seiner Schule (5). 

Die Leber von frisch getéteten Kaninchen wurde nach Heraus- 
nahme kurz gewaschen, zwischen Filtrierpapier getrocknet und mit 
der Fleischmaschine zerkleinert. In den ersten Versuchen bedienten 
wir uns bei der Zerkleinerung auch eines kleinen Latapie-Apparates 
was wir aber dann unterlieBen, da dadurch die Zeit der Verarbeitung 
sehr verlangert wurde, was auf die Acetaldehydbildung nicht ohne 
EinfluB ist. Der Leberbrei wurde dann auf der Wage je nach dem 
Gewicht in zwei oder drei gleiche Teile geteilt; jeder Teil in 
einem Erlenmeyerkolben mit Hilfe von dreifacher Menge kérper-. 
warmer Tyrodephosphatlésung aufgefangen, mit 3 g frisch hergestelltem 
CaSO, + 2 H,O versetzt, gut durchgeschiittelt und in den Thermostaten 
von 38 bis 40° Temperatur gestellt. Zu dem einen Ansatz wurde 
Thyroxin in zwei Teilen, gleich am Anfang des Versuches und spiter 
nach 2!/, bis 3 Stunden in neutraler Lésung hinzugefiigt. Das Kontroll- 
gefaB bzw. die KontrollgefaBe wurden mit der gleichen Menge Fliissig- 
keit versetzt. Die Lésung des Thyroxins im neutralen Medium geschah 
folgendermaBen: Zu 2,5ccm 2° ,iger Glykokollésung wurde die ge- 
wogene Menge von Thyroxin hinzugegeben und so viel n/10 NaOH aus 
einer MeBpipette zugetropft, bis sich das Thyroxin aufléste. Dann 
wurde die Fliissigkeit mit genau soviel Mengen n/10 HCl neutralisiert 
und so eine opaleszente Lésung erhalten. In einigen Fallen, besonders 
wenn das Thyroxinpraparat schon einige Monate alt war, erfolgte aus 
dieser opaleszenten Lésung eine allmahliche Flockung, welche nach 
Aufschiittelung wieder verschwand. Diese Flockung hinderte die 
Wirksamkeit des Thyroxins nicht. (Diese Flockung kann man schon 
mit geringer Menge Aibuminlésung verhindern, so daB man mit Recht 
annehmen kann, daB in der Leberbreisuspension diese Flockung nicht 
zustande kommt.) In den Versuchen 12, 13 gaben wir das Thyroxin 
ohne Lésungsmittel, nur in einigen Kubikzentimetern destillierten 
Wassers suspendiert, zum Ansatz. Zur Pufferung der Versuche be- 
dienten wir uns zweier Stammlésungen von pg 6,5 und 7,0. 

Die Autolyse im Thermostaten dauerte 6 bis 73/, Stunden. Zu diesen 
kurzdauernden Autolyseansitzen wurde, ebenso wie bei Newbery. 
kein Desinfiziens gegeben. Im Falle von Versuch 11 wurde als Des. 
infiziens 1 cem Toluol benutzt. Nach Beendigung der Autolyse wurden 

die Ansitze meistens iiber Nacht im Eisschranke aufbewahrt [wie bei 
den Wohlgemuthschen Versuchen (6)] und morgens aufgearbeitet; dic 
Titration wurde aber statt der vorgeschriebenen n/10 Lauge mit n/20) 
Lauge ausgefiihrt. 

Das Ergebnis der Versuche gibt die folgende Tabelle. 
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Acetaldehyd Acetaldehyd Anderung der 


Thyroxin- » : . 
Nr.|| Leber menge Pu Le eg fs ny ” Kont = - ersuch ” “pildun ” 
8 mg mg mg %o 

1; 25 0,9 6.5 7b45' 3,52 1,23 + 186 
2); 20,5 0,80 6.5 7 00 1,32 2,04 — 385 
3.0 BB 1,01 6.5 7 30 4,25 8,13 + 385 
4! 85 1,5 6.5 7 45 4.60 3,50 + 31 
5 36 1,2 6.5 7 00 3,16 1,276 + 147 
6 42 14 6.5 7 00 1,60 2,20 — 27 
7 26 0,95 6.5 7 00 1,76 0,88 + 100 
8 26 1,2 6.5 6 00 0,726 0,35 + 106 
9) 27 1,2 6,5 7 00 4.268 3,828 + 11 
10 33 1,3 7,0 7 15 2.134 1,549 + 38 
11 40 1,35 7,0 24 00 1,298 0,374 + 247 
12, 3 1,5 7,0 7 00 2.860 2,228 + 28 
138 87 1,2 7,0 6 00 5,434 3,080 + 76 
14. 27 1,2 7,0 6 00 1,046 1,584 — 34 


+ bedeutet die prozentische Vermehrung der Acetaldehydmenge, bezogen auf den Versuch 
ohne Thyroxin. 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, beeinfluBt das Thyroxin die 
intermediére Acetaldehydbildung in bedeutender Weise. Unter den 
untersuchten. 14 Kaninchenlebern bekamen wir 1] mal Steigerung 
der Acetaldehydbildung von 11 bis 247%; in drei Fallen stellte 
sich aber unter denselben Versuchsbedingungen Acetaldehydbildungs- 
hemmung heraus, was nicht auf Versuchsfehler zuriickzufiihren war. 
Die Menge des Thyroxinpraparates, von welcher man eine Wirkung 
erhielt, war von derselben GréBenordnung wie die Adrenalinmengen, 
welche nach dem Gottschalkschen Versuche wirksam waren. Neuberg 
und Gottschalk konnten bei ihren Untersuchungen nur eine Wirkung 
nach einer Richtung beobachten, und zwar Vermehrung bei Insulin 
oder Verminderung bei Adrenalin. Immerhin ist die Feststellung von 
Wohlgemuth interessant, nach welcher unter Insulinwirkung im Gehirn 
Acetaldeh ydbildungshemmung zustande kommt (6). 


In der Annahme, daB die Ursache des Befundes, daB in den Ver- 
suchen 2, 6, 14 Zufiigung von Thyroxin nicht zu einer Vermehrung, 
sondern zur Verminderung der Aldehydmenge (im Vergleich zur Kon- 
trolle) gefiihrt hat (was wir auf eine Beeinflussung der Bildung des 
Acetaldehyds zuriickfiihren), darin lag, daB das Thyroxin je nach der 
Konzentration die Acetaldehydbildung verschieden beeinfluBt, haben 
wir zwei Kaninchenversuche unter Anwendung verschiedener Thyroxin- 
mengen ausgefiihrt. 

3. Juni. Erster Ansatz: 25g Leberbrei, 75 ecm Thyrodephosphat- 


lésung, 1,2 mg Thyroxin, 3g CaSO,, 61% Stunden lang im Thermostaten 
von 40° Temperatur. Acetaldehyd = 2,974 mg. 


18 * 
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Zweiter Ansatz: Wie erster Ansatz, aber nur 0,54 mg Thyroxin. Ace’ 
aldehyd = 3,344 mg. 

Dritter Ansatz: Kontrolle wie erster Ansatz, nur ohne Thyroxin 
Acetaldehyd = 1,254 mg. 


10. Juni. Erster Ansatz: 24g Leber, 75cem Tyrodephosphatlésuny. 
2,58 mg Thyroxin (in Suspension), 3 g CaSQ,, 64 Stunden lang im Thermo- 
staten von 40°. Acetaldehyd = 1,606 mg. 

Zweiter Ansatz: Wie erster Ansatz, nur 0,8mg Thyroxin (in Suspension 
Acetaldehyd = 1,562 mg. 

Dritter Ansatz: Kontrolle ohne Thyroxin. Acetaldehyd = 2,068. 


Im ersten Versuch wurde also trotz der verschiedenen Thyroxin. 
mengen nur Sleigerung, im zweiten nur Hemmung erhalten. Diese 
zwei Versuche erwiesen sich als nicht geniigend zur Feststellung der 
eventuellen entgegengesetzten, von der Konzentration abhangenden 
Wirkung des Thyroxins. Die Untersuchungen in dieser Richtung 
wurden aber trotzdem eingestellt, da auch andere Erklarungen méglich 
sind, so daB wir uns vorliufig mit der Tatsache begniigen miissen, dai 
auch hemmende Wirkungen zutage treten. 

Des weiteren sollte ein orientierender Anhaltspunkt dafiir ge. 
wonnen werden, ob diese Beeinflussung der Acetaldehydbildung 
auf den Abbau der Kohlehydrate oder der Aminosaure zu beziehen 
ist. Es war schon von vornherein die Méglichkeit des ersten Falles 
sehr wahrscheinlich, da nach den Untersuchungen von Romeis (7) 
Thyroxin, ebenso wie frische oder getrocknete Schilddriise, imstande ist 
bei Mausen nach Injektionen den Glykogengehalt der Leber sehr stark 
herabzudriicken. Bodansky und Léhr (8) haben nach Thyroxininjek- 
tionen nur leichte Glykimie beobachtet, wodurch das Verschwinden 
des Glykogens nicht geniigend erklart ist. 

Zur Priifung dieser Frage wurde verglichen die Acetaldehydbildung 
im Leberbrei desselben Kaninchens unter der Wirkung einer bestimmten 
Menge von Thyroxin, dann unter derselben Menge Thyroxin, wenn 
der Ansatz auch mit 1,0 g Glykogen versetzt wurde; es wurde auch 
ein dritter Ansatz bereitet, worin zum Leberbrei nur 1,0g Glykogen 
kam, und in einem zweiten Versuch wurde die Acetaldehydbildung 
neben den vorher beschriebenen Ans&tzen auch in einem vierten 
Ansatz beobachtet, wo der Leberbrei ohne Thyroxin und ohne 
Glykogen sich befand. 

Der Gedanke dieser Versuchsanordnung war, daB, wenn die 
Anderung der Acetaldehydbildung in der Leber unter Thyroxinwirkung 
auf den Abbau der Kohlehydrate zu beziehen ist, bei Zusatz des 
Glykogens die GréBe der Anderungen unter Thyroxinzusatz starker 
hervortreten muB als bei einer geringeren Glykogenmenge der Leber 


Die Versuche wurden wie folgt ausgefiihrt: 
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4. Juni. Erster Ansatz: 25g Leber, 75cem Tyrodephosphatlésung, 
|.0 mg Thyroxin, 3,0 g CaSO,, 64, Stunden lang im Thermostaten von 40°. 
\cetaldehyd = 3,718 mg. 

Zweiter Ansatz: Wie erster Ansatz, 1,02 mg Thyroxin, 1,0 g Glykogen. 
\cetaldehyd = 4,158 mg. 

Dritter Ansatz: Wie erster Ansatz, ohne Thyroxin, nur 1,0 g Glykogen. 
\cetaldehyd = 3,058 mg. 

9. Juni. Erster Ansatz: 25g Leber, 75cem Tyrodephosphatlésung, 
08mg Thyroxin, 3g CaSO,, 64. Stunden lang im Thermostaten von 40°. 
Acetaldehyd = 1,93 mg. 

Zweiter Ansatz: Wie erster Ansatz, 0,8 mg Thyroxin, 1,0 g Glykogen. 
Acetaldehyd = 1,056 mg. 

Dritter Ansatz: Wie erster Ansatz, ohne Thyroxin, 1,0 g Glykogen. 
Acetaldehyd = 3,498 mg. 

Vierter Ansatz: Wie erster Ansatz, ohne Thyroxin und ohne Glykogen. 
Acetaldehyd 2,816 mg. 


Diese Versuche scheinen dafiir zu sprechen, daB die verinderte 
Acetaldehydbildung unter Thyroxinwirkung auf den Abbau der Kohle- 
hydrate zu beziehen ist, doch sind die Versuchsergebnisse nicht ein- 
deutig genug, um aus ihnen sichere Schliisse zu ziehen. 

Zusammenfassend kann also behauptet werden, daB neben Insulin 
und Adrenalin auch das Thyroxin imstande ist, die Bildung des wich- 
tigen intermediiren Stoffwechselprodukts, des Acetaldehyds, zu_be- 
einflussen. In dev Mehrzahl der Fille kommt eine betrachtliche Ver- 
mehrung der Acetaldehydmenge zustande, man findet aber auch Ver- 
minderungen, deren Ursache bisher unklar ist. Die Anderung der 
Acetaldehydbildung unter Thyroxinwirkung scheint auf Beeinflussung 
des Kohlehydratstoffwechsels zu beruhen. Die Untersuchungen sind 
noch nicht abgeschlossen und werden fortgesetzt. 


Ich méchte auch an dieser Stelle meinen aufrichtigen Dank dem Herrn 
Prof. P. Rona aussprechen, der mir die Ausfiihrung dieser Arbeit in seinem 
Institut erlaubt hat, und der mich wahrend der Arbeit mit Ratschlagen 
in der liebenswiirdigsten Weise standig unterstiitzt hat. 
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Eine quantitative Mikromethode zur Fraktionierung 
der SerumeiweiGkérper durch Elektrodialyse. 


Von 


A. Téth (Pécs, Ungarn). 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1927.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Dem Verhalten der einzelnen SerumeiweiBkérper wird sowoh! 
von biologischer als von klinischer Seite immer mehr und mehr Interesse 
entgegengebracht. Die zur Bestimmung der einzelnen Fraktionen 
dienenden Methoden sind aber meistenteils mit gewissen Schwierig- 
keiten verbunden. Es reicht entweder die Genauigkeit der Methode 
nicht aus oder aber sind zw Bestimmung teuere und nicht tiberall 
zugangliche Apparate erforderlich, andererseits sind die meisten 
Methoden nicht geeignet, mit ihnen besonders in der Klinik in Betracht 
kommende Serienuntersuchungen anstellen zu kénnen. 


Ich habe selber verschiedene Methoden zur Darstellung des Globulins 
erprobt. Ich habe ins verdiinnte Serum CO, eingeleitet. Es stellte sich 
heraus, daB selbst nach iiber 1 Stunde dauerndem Einleiten und 24 Stunden 
Stehenlassen nur ungefihr 5°, des GesamteiweiBes, also etwa '/, Teil des 
erwarteten Niederschlags, ausgeschieden war. Des weiteren habe ich dic 
Aussalzung angewendet. Will man aber die einzelnen Fraktionen getrennt 
bekommen, und erwartet man von der Methode, da8 man durch Addition 
der Fraktionen das Gesamteiwei8 zuriickbekommt, so dauert die Trennung 
tagelang, und bei dieser langen Dauer sind gréBere EiweiBverluste kaum 
zu vermeiden, so da8 in meinen mit groBer Sorgfalt ausgefiihrten Versuchen 
bei den besten Resultaten der Fehler immer noch 3 bis 4°, betrug. 

Es ist eine nephelometrische Mikromethode durch Rusznydk(1) an 
gegeben worden, die fiir klinische Zwecke geeeignet ist, es ist aber ein 
teueres Instrument zur Methode ndétig, das nicht iiberall zur Ve: 
fiigung steht. 
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Mit der durch Robertson' angegebenen refraktometrischen Methode 

Bestimmung der SerumeiweiBfraktionen habe ich keine eigene Er- 
falrungen. 

In der letzten Zeit ist zur Fraktionierung der SerumeiweiBkérper 
die Elektrodialyse mehrfach angewendet worden, was desto an- 
gebrachter erscheint, als die Auffassung immer mehr und mehr Platz 
greift, daB man unter Globulinen diejenigen EiweiBkérper des Serums 
verstehen soll, die nur bei Anwesenheit von Elektrolyten léslich sind, 
bei Mangel solcher aber ausfallen. Es sind sowohl zur industriellen 
Ausnutzung dieses Umstandes als zu Untersuchungszwecken verschiedene 
Apparate angegeben worden, die aber meist mit gréBeren Flissigkeits- 
mengen arbeiten und schon deswegen die Anspriiche des Klinikers 
nicht befriedigen kénnen. Andererseits ist die Handhabung der Apparate 
zu umstandlich, die Dauer der Dialyse zu lang, und dann vor allem die 
quantitative Gewinnung der einzelnen Fraktionen zu schwierig, als daB 
diese Methode im klinischen Untersuchungsgebiet und iiberall dort, 
wo es auf schnelle Untersuchung kleiner Serummengen ankommt, 
eine gréBere Verbreitung gefunden haben kénnte. 

Es schien mir daher angebracht, auf Anregung des Herrn Prof. Rona 
zu versuchen, die Elektrodialyse (E. D.) in einer Form auszugestalten, 
in der die erwahnten Schwierigkeiten womdglich behoben sind und vor 
allem der Anwendbarkeit von kleinen Serummengen und einer quanti- 
tativen Trennung der EiweiBfraktionen in denselben Sorge getragen 
wird. 

Es ergaben sich also zunachst folgende Aufgaben: 

1. Es sollte eine geeignete Apparatur zusammengestellt und deren 
MaBstab so gewahit werden, daB héchstens 1 ccm Serum zur Unter- 
suchung ndétig sei. 

2. Es sollte die quantitative Zuriickgewinnung der einzelnen 
Fraktionen bewerkstelligt werden. 

3. Die in Frage kommenden Membrankombinationen sollten aus- 
probiert werden. 

4. Der Vorgang der E. D. betreffs Reaktions- und Leitfahigkeits- 
anderung, sowie Niederschlagsbildung sollte bei der gegebenen An- 
ordnung untersucht werden. 


Beschreibung des Apparates. 


Von den verschiedenen zur E. D. angegebenen Apparaten schien 
mir die von Reiner (2) vorgeschlagene Anordnung am meisten zum 
weiteren Ausbau geeignet. Deswegen habe ich, die Vorteile dieser 


! Robertson, Journ. of biol. chem. 22, 233, 1915. 
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Anordnung mir vor Augen haltend, meine Apparatur folgendermafen 


zusammengestellt (s. Abb. 1). 


Die wesentlichsten Teile des Apparates sind zwei ineinander zu stecke |, 


halbdurchlaissige Membranen (4 Anodenmembran und K Kathoden 


membran). Ich habe mir als Kathodenmembran eine Kollodiumhiils: 
hergestellt von der Form und GréBe eines Zentrifugenglases (88 mm lang 


A == Anodenmembran 

K = Kathodenmembran 
A. R. = Anodenraum 

kK. R. = Kathodenraum 

P.S. = Platinspirale (Anode) 
S.N. = Silbernetz (Kathode) 
K.G. = KathodengefaB 

A. K. = Anodenkopf 

G. R. = Glasring 





Gr = Gummiring 
Mr = Metallring mit VorstéBen 


























und von 21 mm innerem Durchmesser), der aber, da Kollodium bei der 
kleinsten Austrocknung stark schrumpft und sich verunstaltet, ein gewisser 
Halt gegeben werden sollte, besonders deswegen, weil ich zur Trennung 
des Niederschlags von dem in Lésung bleibenden Anteil nach der Dialyse 
die Zentrifuge benutzen wollte. Dies wurde dadurch er 
reicht, daB ich die eigentliche Kollodiumhiilse mit einem 
Seidensackchen gefiittert habe, so daB Stiickchen von 
Rohseide von der entsprechenden GréBe und von der 
Form, wie Abb. 2 zeigt, ausgeschnitten worden sind, uni 
damit habe ich das zur Herstellung der Kollodiun 
membran dienende und mit Gelatine iiberzogene Glas 
rohr von auBen bekleidet. Dabei kamen die beiden 
Langsrinder der Seide genau aufeinander zu_ liegen. 
die Spitzen aber gaben, am Boden des Glases 21 
AMA sammengelegt, den Boden des Seidensickchens ab 
In diesem Zustande sind sowohl die Langsrander als 

Abb. 2. die Spitzenrinder mit Zaponlack (Kollodium in Amy! 
acetat) zusammengeklebt worden und nun das »0 

armierte Rohr in 6°%ige Kollodiumlésung getaucht, in  horizontale: 
Lage so lange gedreht, bis die Kollodiumschicht fest, aber noch etwas 











1 Der Apparat wird in der hier beschriebenen Ausfiihrung durch ic 
Firma Fritz Fischer & Réwer, Stiitzerbach i. Thiir., hergestellt. Dortsel!st 
sind auch gebrauchsfertige Kollodiummembranen zu erhalten. D. R.-P. a. 
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feucht-klebrig war, dann ist das Rohr ein zweites Mal mit Kollodium iiber- 
zogen, wieder in horizontaler Lage gedreht und etwa 5 Minuten lang ge- 
trocknet (so lange, bis das Kollodium beim Anriihren die Haut nicht mehr 
benetzt), dann ist die Membran in kaltes Wasser getaucht worden, um die 
Kollodiumschicht zu harten. Nach etwa 10 Minuten Verweilen im Wasser, 
kann die Membran, die fest an die Seide anklebt, vom Glasrohr abgezogen 
werden, indem man das Rohr in warmes Wasser taucht und die Gelatine- 
schicht zum Auflésen bringt. Diese Membranen waren in der spéter zu 
beschreibenden Weise ganz gut zentrifugierbar, zeigten aber beim Gebrauch 
den Nachteil, daB beim Zentrifugieren der Niederschlag so fest in die 
Maschen der Seide hineingepreBt: wurde, daB er nur schwer von dort aus- 
zulésen war, was immer einen EiweiSverlust verursacht hat. Deswegen 
war mein Bestreben, die Maschen der Seide irgendwie zu verstopfen, und 
dies gelang mir dadurch, daB ich die Seide selbst, um die einheitliche Natur ° 
der Membran zu bewahren, mit Kollodium impragnierte. Zu diesem Zwecke 
ist ebenfalls eine Kollodiumlésung in Amylacetat verwendet worden, 
womit die Seide vor dem Anlegen an das Glasrohr mehrmals getrankt 
wurde. Dieses Verfahren hat sich sehr gut bewahrt, dadurch war naimlich der 
EiweiBverlust zu vermeiden, andererseits sind die Membranen selbst resi- 
stenter geworden und die Seide bleibt, mit Wasser angefeuchtet, auch nach 
dem Impragnieren ganz gut formierbar, besonders wenn man die zu 
formierenden Teile, wie z. B. die Spitzen, vor dem Anlegen an das Glasrohr 
nochmals mit Zaponlack anfeuchtet. Diese Seidesickchen sind dann ebenso 
wie oben beschrieben mit Kollodium iiberzogen worden. In saémtlichen in 
dieser Arbeit angefiihrten Versuchen mit Kollodiummembranen sind 
ahnlich hergestellte Hiilsen verwendet worden, sowohl als Anoden- als auch 
Kathodenmembranen. Bei den Anodenmembranen war nur der MaSstab 
so gewahit (92mm Lange, 15mm innerer Durchmesser), daB bei deren 
Einlegen in die Kathodenmembran zwischen den beider, ein etwa 10 cem 
fassender Raum zur Aufnahme der zu dialysierenden Fliissigkeit. iibrigblieb. 


In einem Teile der Versuche sind anstatt der Kollodium- als 
Anodenmembran Chromgelatinemembranen angewendet worden. Bei der 
Herstellung derselben mu8 zundchst folgendes beachtet werden: Das zur 
Formierung der Hiilsen dienende Glasrohr darf nicht mit Gelatine iiber- 
zogen werden, da diese Gelatineschicht durch das Ammoniumbichromat, 
womit man die zum Bestreichen der Membran benutzte Masse herstellt, 
mitgegerbt und unléslich gemacht wird, so daB man die Hiilsen vom Glas- 
rohr durch Eintauchen in warmes Wasser nicht herunterziehen kann. 
Darum mu8 das Rohr mit einer diinnen Schicht von Paraffin iiberzogen 
werden. Des weiteren miissen die Langsseiten der Seide mit einer fort- 
laufenden Naht zusammengehalten werden, wobei der Boden ebenso geformt 
wird, wie bei der Kollodiummembran. 


Zum Bestreichen der Seide wurde eine Masse verwendet, die nach 
Ruppel aus 10 g Gelatine, 3 g Ammoniumbichromat, 5 g Glycerin in 100 cem 
Wasser bestand. Mit dieser Mischung wurde die Seide dreimal bestrichen 
und 2 Wochen lang belichtet, wahrend der Zeit die Membran am Formierungs- 
glas belassen worden ist. Nachdem die Membran ganz griin geworden ist, 
ist sie durch Eintauchen in warmes Wasser heruntergezogen, in téglich 
mehrmals gewechseltem destilliertem Wasser mehrere Tage gewassert und 


‘vor dem Gebrauch so lange ein elektrischer Strom durch die Membran 


hindurchgeschickt worden, bis die anfangs hohe Leitfahigkeit allmahlich 
abnahm und sich iiber 1 Stunde nicht mehr geandert hat. 
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Sowohl die Kathoden- als die Anodenmembranen sind, nachdem si: 
auf die gewiinschte Linge geschnitten worden sind, an ihrer Offmung mit 
einem Glasring versehen worden (Abb. 1, GR), der einerseits ein 
Schrumpfung des oberen Teiles verhindert, andererseits der Kathoden- 
membran beim Zentrifugieren den nétigen Halt gab. 

Die Membranen sind auBer Gebrauch dauernd unter toluolisierten 
Wasser zu halten und auch wahrend des Gebrauchs vor jedem langeren 
Austrocknen zu bewahren. (Einige Minuten Stehen an der Luft beein- 
trachtigt die Brauchbarkeit der Membranen nicht.) 

Zum Gebrauch wird die Anodenmembran mit einem 
Gummiring (Abb. 1, Gr), die Kathodenmembran aber mit 
einem Metallring (MR in Abb. 3), der drei VorstéBe hat, ver 
sehen. Durch den ersteren wird die Anodenmembran in de: 
Kathodenmembran, durch den zweiten diese letztere in dem 
KathodengefaB in der gewiinschten Lage gehalten. De 


Abb. 3. Metallring wird auBerdem auch beim Zentrifugieren gebraucht. 


In die Offnung der Anodenmembran wird der Anodenkopf eingesetzt. 
Dieser besteht aus einem in den Glasring der Anodenmembran ein- 
geschliffenen Glasstopfen, der innen hohl ist und durch den zwei Glas 
rohren hindurchgehen. In das eine Rohr ist der Zuleitungsdraht zur Anode 
eingeschmolzen, das andere aber, das fast zum Boden der Anodenmembran 
herunterreicht, ist das Wasserzuleitungsrohr. Dieses letztere ist am unteren 
Ende zu einer Glockenform erweitert und dient auch dazu, um die aus 
einer Platinspirale (PS) bestehende Anode darauf zu wickeln. Am oberen 
Teile ist diese Glocke mit einem kleinen Hécker versehen, unter welchem 
der Platindraht beim Aufwickeln hinweggefiihrt wird, um ein Aufrutschen 
der Spirale zu verhindern; unten ist der Draht an das Glas angeschmolzen. 
Der Anodenkopf tragt zum Ableiten des Wassers noch ein drittes, in den 
oberen hohlen Teil miindendes, mit einem Hahn versehenes Rohr. 

Der Kathodenraum (KR) wird durch ein etwa 200 ccm fassendes 
GlasgefaB dargestellt (Abb. 1, K@), in das auch ein Wasserzuleitungsrohr 
fiihrt und am oberen Teile ein Ableitungsrohr angeschmolzen ist. Im 
Kathodenraum befindet sich die aus einem Silbernetz (SN) bestehende 
Kathode., Diese ist ein nach oben geédffneter Netzzylinder, zu dem det 
Strom durch einen in das Glas eingeschmolzenen Draht zugeleitet wird. 

Der durch Ineinanderstecken der beiden Membrane und Ansetzen des 
Anodenkopfes zusammengestellte Teil des Apparats wird im Kathoden- 
raum so untergebracht, da8 die Kathodenmembran das Silbernetz nirgends 
beriihrt, sondern im Kathodenraum frei schwebt. 

Die ganze Apparatur steht iiber einer Glaswanne, wohin das Spiil- 
wasser sowohl vom Anoden- als vom Kathodenraum heruntertropft, das 
jedoch auch getrennt aufgefangen werden kann. 

Als Spiilwasserbehalter dient eine etwa 20 cem oberhalb des Apparats 
aufgestellte Devilleflasche, in deren unterer Offnung ein T-Rohr ange- 
gebracht ist, von dem die Zuleitung zum Anoden- bzw. zum Kathoden 
raum durch diinne Gummischlauche geschieht. 

Als Stromquelle diente der Stadtstrom von 220 Volt Spannung und 
in den Stromkreis war ein Vorschaltwiderstand von 3000 Ohm, eine Kohlen- 
fadenlampe und ein genaues MeBinstrument vor dem Apparat eingeschaltet 
Der Apparat kann durch einen Steckkontakt an die Stadtleitung an- 
geschaltet werden, man mu8 nur die Polbezeichnung genau _ beachten 
Das MeBinstrument ist zur Regulierung des Stromes nicht unbedingt 
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notig, sondern man kann den Strom durch den Vorschaltwiderstand mit 
Hilfe der Lampe in der weiter unten zu beschreibenden Weise mit ge- 
geniigender Genauigkeit regulieren. 


Beschreibung der Methode. 


Mit dem beschriebenen Apparat geschieht nun die E. D. folgender- 
maBen : 

leem Serum wird mit einer l-cem-Pipette (zum Ausblasen!) in 
die Kathodenmembran eingemessen, die Pipette mit destilliertem 
Wasser dreimal nachgewaschen und dann noch 4ccem destilliertes 
Wasser dem Serum zugefiigt, so daB dadurch das Volumen der Mittel- 
fliissigkeit 8 cem und das Serum somit 1 : 8 verdiinnt wird. Das Serum 
wird mit dem Verdiinnungswasser durch Umschwenken griindlich 
vermischt und die mit dem Anodenkopf versehene Anodenmembran 
in die Kathodenmembran eingesetzt und die letztere wieder im Ka- 
thodenraum in der oben beschriebenen frei schwebenden Lage unter- 
gebracht. Dabei stemmen sich die VorstéBe des Metallringes der 
Kathodenmembran an den oberen Rand des KathodengefaiBes an. 
Jetzt wird die Spiilung angelassen, wobei gar nicht einerlei ist, wie man 
die Spiilgeschwindigkeit wahlt. Vor allem ist eine allzu kraftige Spiilung 
besonders anfangs zu vermeiden, weil dadurch der Widerstand der 
Zelle sehr erhéht, die Stromstirke sehr herabgesetzt und dadurch die 
Dauer der Dialyse eher verlingert als verkiirzt wird. Andererseits 
beansprucht die Chromgelatine-Kollodium-Kombination eine andere 
Spiilgeschwindigkeit, als wenn zwei Kollodiummembranen angewendet 
werden. Meiner Erfahrung nach spilt man im ersteren Falle am besten 
mit 50 bis 60 Tropfen in der Minute, so daB fiir eine Dauer von einer 
Stunde etwa 160 bis 170 cem Wasser nétig sind, sowohl fiir den Anoden-, 
als fiir den Kathodenraum. Bei Anwendung von zwei Kollodium- 
membranen hingegen soll die Menge des Spiilwassers ungefahr das 
Doppelte betragen. Uber diese Spiilgeschwindigkeiten hinauszugehen, 
ist weder nétig, noch vorteilhaft. 

Beim Einschalten des Stromes gliiht zunichst die Lampe stark 
und ist eine starke Gasentwicklung an den Elektroden zu beobachten. 
Dureh die Zelle geht ein Strom von etwa 500 mA Starke. Durch 
den Vorschaltwiderstand wird die Stromstarke so reguliert, daB die 
Lampe eben nicht mehr gliiht und an den Elektroden nur eine sehr 
maBige Gasentwicklung zu sehen ist. Dann geht durch die Zelle ein 
Strom von etwa 60 bis 70mA Starke und 40 bis 50 Volt Spannung. 
Mit dieser Stromstarke und Spannung wird die Dialyse begonnen. 
Bei fortschreitender Entmineralisierung der Mittelfliissigkeit sinkt 
die Stromstérke ab und nimmt die Spannung dauernd zu, und zwar 
bei Chromgelatine-Kollodium-Kombination rascher, bei zwei Kollodium- 
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membranen langsamer, so daB im ersten Falle nach 5 Minuten, im 
zweiten nach etwa 10 Minuten der Vorschaltwiderstand vollkommen 
ausgeschaltet werden kann. Bei Handhabung des Vorschaltwider. 
standes ist immer die Lampe der Indikator, sie darf wahrend der E. |) 
niemals gliihen; mit deren Hilfe kann man bei einiger Ubung die Strom. 
starke zu Beginn der E. D. so einstellen, daB sie nicht iiber 60 bis 70 mA 
betrigt — sonst bilden sich an der Wand der Kathodenmembran 
braune, unlésliche EiweiBklumpen —, und nach den ersten 5 bzw 
10 Minuten kann der Widerstand vollkommen ausgeschaltet und des 
weiteren braucht der Strom gar nicht reguliert zu werden. 

Die E. D. wird eine Stunde lang fortgesetzt. Diese Zeit geniigt 
wie aus vergleichenden Untersuchungen sich ergab, vollkommen 
fiir beide Membrankombinationen. Der Apparat beansprucht nur 
etwa in der ersten Viertelstunde eine besondere Aufsicht, wo die Gas. 
entwicklung noch intensiver ist und die gebildeten Gasbliaschen be- 
sonders das enge Ableitungsrohr des Anodenraumes verstopfen kénnen, 
wodurch eine Stockung in der Spiilung eintreten kann. 

Nach beendeter Dialyse wird der Strom ausgeschaltet, die Spiilung 
eingestellt und die Membranteile des Apparates aus dem Kathoden- 
raum herausgenommen. Die Anodenmembran wird sorgfiltig mit 
so viel destilliertem Wasser in die Kathodenmembran abgespiilt, dai 
die Mittelfliissigkeit und Spiilwasser diese bis zum unteren Rande des 
Glasringes anfiillt. 

Zur Trennung des Niederschlages vom gelést gebliebenen Teile wird 
die Mittelfliissigkeit in der Kathodenmembran zentrifugiert. Zum Zen- 
trifugieren dient ein Zentrifugenglas von der iiblichen Form mit rundem 
Boden, worin die Kathodenmembran so hineinpaBt, daB zwischen dieser 
und dem Glase nur ein Kapillarraum iibrigbleibt. Das Zentrifugieren 
der Kathodenmenbran wird durch den am Halse derselben angebrachten 
Metallring erméglicht, der durch eine kleine Schraube festgeschraubht 
und auch auf die Dauer an der Kathodenmembran belassen werden 
kann. Durch die VorstéBe, die sich an den Rand des Zentrifugenglases 
anstemmen, wird ein Zusammenknicken der Membran unter der 
Wirkung der Zentrifugalkraft verhindert. Bevor man die Kathoden- 
membran in das Zentrifugenglas hineinsetzt, wird dieses letztere durch 
einige Kubikzentimeter destilliertes Wasser beschickt, so daB beim 
Einschieben der Membran der Kapillarraum vollstandig mit Wasser 
angefiillt sein soll. Dadurch, daB die Membran sowohl von innen als von 
auBen von Fliissigkeit beriihrt wird, wird einerseits das Austrocknen 
andererseits das Ein- oder Ausstiilpen derselben wahrend des Zentri- 
fugierens verhindert, so daB in diesem Zustande die Membran beliebig 
lange und mit der gréBten Tourenzahl zentrifugiert werden kann, 
ohne dabei verunstaltet oder ausgetrocknet zu werden. 
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Es wird zuniachst 10 Minuten lang bei einer Drehungszahl von 
3000 zentrifugiert. Dabei setzt sich der Niederschlag am Boden der 
Membran als feucht-klebrige Masse nieder und haftet dort so gut, daB 
die meistens ganz leicht opaleszierende, manchmal ganz klare iiber- 
stehende Fliissigkeit durch einen kleinen Trichter in einen 50-ccm- 
MeBkolben so abgegossen werden kann, daB kein Niederschlag mit- 
gerissen wird. Die Membran wird mit destilliertem Wasser bis zum 
unteren Rande des Glasringes wieder angefiillt, wobei ein Aufschwemmen 
des Niederschlages woméglich vermieden werden soll, wiederum in 
das Zentrifugenglas eingesetzt, worin noch das AuBenwasser vom 
vorherigen Zentrifugieren sich befindet, und nochmals 5 Minuten lang 
zentrifugiert. Das Waschwasser sowie das AuBenwasser werden in 
den MeBkolben gegossen und das Ganze mit destilliertem Wasser auf 
50 cem aufgefillt (Albumin-Lésung). 


Der Niederschlag wird in n/100 NaOH gelést, und zwar zuerst 
mit 10cem der Lauge mittels eines Glasstabes so lange geriihrt, bis 
keine sichtbaren Flocken mehr da sind, dann durch einen kleinen Trichter 
in einen zweiten 50-ccm-MeBkolben gegossen. Die Membran wird noch 
5- bis 6 mal mit je 5ccm Lauge nachgewaschen und das Volumen der 
Lésung endlich mit der Lauge auf 50 ccm aufgefillt (Globulin-Lésung). 


Zur Frage des Lésungsmittels soll nur noch kurz bemerkt werden, 
daB ich dazu verschiedene physiologische Salzlésungen anzuwenden 
versucht habe. Als beste erwies sich die Tyrode-Liésung, das Lésen 
dauerte jedoch linger als mit der Lauge und dann war es auch nicht so 
vollstandig, so daB bei Anwendung dieses Lésungsmittels kleine EiweiB- 
verluste nicht zu vermeiden waren. Noch schlimmer waren die Ver- 
haltnisse bei Normosal-Lésung, wahrend die 0,9°,ige NaCl-Lésung 
zum quantitativen Lésen des Niederschlages gar nicht zu gebrauchen 
war. Die Ursache dieser Verschiedenheiten denke ich mit der ver- 
schiedenen H-Konzentration dieser Lésungen erkliren zu kénnen. 
Folgende kleine Tabelle zeigt die py-Zahlen dieser 3 Salzlésungen: 

Tyrode .... . pa = 7,40 
Normosal . . . . pu = 6,75 
0.9% NaCl . . . py ™ 5.0 

Diese Salzlésungen sind also desto weniger zum Lésen des Globulins 

brauchbar, je naher ihre pxa-Zahl zum I. P. des Globulins liegt. 


Ich habe die Natronlauge als Lésungsmittel beibehalten, weil es 
bei mir in erster Linie darauf ankam, ein quantitatives Lésen des 
Niederschlages zu erzielen. In solchen Fallen jedoch, wo es nicht so 
wichtig ist, den Niederschlag quantitativ zu lésen, sondern vielmehr 
darauf ankommt, die physiologischen Verhiltnisse womédglich bei- 
zubehalten, z. B. bei immunologischen Versuchen, wiirde ich als Lésungs- 
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mittel die Tyrode-Lésung vorschlagen, niemals aber eine einfach 
0,9 ige Kochsalzlésung. 

Die durch die E. D. getrennten Fraktionen kénnen nun beliebiy 
weiterverarbeitet werden. Soll in den beiden Lésungen N-Bestimmunyg 
vorgenommen werden, so sind sie vorher zu filtrieren. Es kommt 
namlich vor, daB von der Wand der Kathodenmembran sich kleine 
Kollodiumflierchen loslésen, deren N-Gehalt mitbestimmt werden 
und einen gewissen Fehler verursachen kann. 


Versuchsergebnisse. 

Des weiteren sollen nun meine bisherigen Versuchsergebnisse 
angefiihrt werden, die die Leistungsfaihigkeit der Methode beweisen 
sollen. Es sollte zunichst gezeigt werden, daB aus dem Apparat 
nach der Dialyse mit der oben geschilderten Methode alles EiweiS, 
ohne Verlust, zuriickzubekommen ist. 


1. Versuche mit Pjerdeserum. 


Frisches, nicht hamolytisches Pferdeserum wurde toluolisiert und 
im Eisschrank aufbewahrt. Der N-Gehalt wurde nach Kjeldahl be- 
stimmt, daraus der EiweiBgehalt durch Multiplikation mit 6,25 be- 
rechnet. Dieser Wert ist in Tabelle I als GesamteiweiB, bezogen auf 
100 cem Serum, angegeben. Je 1 ccm dieses Serums, auf 8 cem verdiinnt, 
wurde in der oben angegebenen Weise dialysiert. Nach 10 Minuten 
wurde die Dialyse abgebrochen, der gebildete Niederschlag durch 
Zentrifugieren von dem gelést gebliebenen Teil, wie oben beschrieben, 
getrennt, in n/100 NaOH gelést, die Lésungen beider Fraktionen auf 
50 ccm aufgefiillt, filtriert und in je 5 cem der Lésungen nach Kjeldah/ 
N-Bestimmungen gemacht, woraus dann der EiweiBgehalt berechnet 
worden ist. In der Tabelle I sind sowohl die Albumin- und Globulin. 
werte in Grammen pro 100 ccm Serum, als das Verhaltnis der beiden 
Fraktionen in relativen Prozenten angegeben, wobei das Gesamteiweii 
100 genommen wird. Durch Addition der beiden Fraktionenwerte 
ist dann der GesamteiweiBwert nach der Dialyse berechnet, die Differenz 
zwischen den auf zwei Wegen gewonnenen GesamteiweiBwerten ge 
bildet und zuletzt der prozentische Fehler berechnet worden, und zwar 
immer auf den ohne Dialyse bestimmten Wert bezogen. (In der Tabelle 
sind die auf die zweite Art berechneten GesamteiweiBwerte nicht, 
nur die Differenz und die prozentische Abweichung angefiihrt.) 


Nachdem ist die Dialyse wiederholt worden, diesmal aber 20 Mi- 
nuten lang fortgesetzt und die Mittelfliissigkeit, genau wie oben an- 
gegeben, verarbeitet. So sind weitere Dialysen mit einer immer langeren 
Dauer, bis 2 Stunden, vorgenommen. 
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Da es sich darum handelte, festzustellen, ob die Membranen EiweiB 
durehlassen oder nicht, ist in diesen Versuchen eine Membrankombination 
angewendet worden, und zwar Chromgelatine als Anoden-, Kollodium 


als Kathodenmembran. 
Tabelle I. 


Versuche mit Pferdeserum. 





Dauer der 


V ss Dialyse ——_, Albumin — Globulin a Differenz lc 
Min. 
1 10 6,899 5,688 82,6 1,269 18,2 0,058 + O08 
2 20 6,899 5,250 76,1 | 1,794 25,9 0,145 + 2,0 
3 30 6,899 5,469 79,3 1,444 20,9 0,014 + 0,2 
4 49 6,899 4,900 71,0 1,903 27,6 0,096 1,4 


50 6,899 5,206 75,5 1,706 24,7 0,013 + 0.2 
60 6,899 5,075 73,5 | 1,859 26,9 0,035 + 0,4 
120 6,899 5,250 76,1 1,706 24,7 0,057 + 0,8 


Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB der gréBte Fehler 2°, betragt, 
in den meisten Fallen aber der Fehler 1 °%, nicht erreicht. Es mu8 nun 
bemerkt werden, daB die nach der Dialyse bestimmten GesamteiweiB- 
werte mit den Fehlern von zwei N-Bestimmungen belastet sind, wobei 
auch, eine sorgfaltige Arbeit vorausgesetzt, mit ungefahr je 1°, Fehler 
gerechnet werden mu, die, falls gleichgerichtet, selbst einen Fehler 
von 2% bei Berechnung des GesamteiweiBwertes ergeben kénnen. 
Deshalb muB die erreichte Genauigkeit als befriedigend betrachtet 
werden, und ich glaube, daB, solange zur EiweiBbestimmung die Kjehidal- 
Methode verwendet werden muB, mit diesem hier beobachteten héchsten 
Fehler gerechnet werden soll. 

Was in dieser Tabelle noch beachtenswert ist, ist das prozentische 
Verhalten des Niederschlages zu dem in Lésung gebliebenen Anteile. 
Es sind noch giéBere Schwankungen zwischen den einzelnen Werten, 
doch ist die Tendenz nicht zu verkennen, daB diese Werte mit fort- 
schreitender Dauer der Dialyse einem Maximalwert zustreben, daB 
sie diesen Wert endgiiltig nach den ersten 40 Minuten erreichen und 
daB dieses Verhaltnis dann selbst nach 2 Stunden langer Dauer be- 
stehen bleibt. Es ist allerdings ziemlich schwer, die Versuchsbedingungen 
bei dieser Arbeitsweise gleichmaBig zu gestalten. 

DaB es jedoch bei gleichmaBiger Arbeit nicht unmédglich ist, ein 
einheitliches Bild tiber die E. D. mit der beschriebenen Methode zu 
gewinnen, beweisen die folgenden beiden Parallelversuche, die ich mit 
Kaninchenserum angestellt habe. 


Versuche mit Kaninchenserum. 


Das Blut wurde nach der Entnahme 24 Stunden lang im Kis- 
schrank sich iiberlassen und die Retraktion des Blutgerinnsels ab- 
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gewartet, dann das klare Serum vom Blutkuchen abgegossen, zent) 
fugiert und das zentrifugierte Serum, ohne jeden Zusatz, dauernd iin 
Eisschrank aufbewahrt. Ich habe das Toluolisieren vermieden, da 
im Serum unter der Toluolschicht schon nach kurzer Zeit immer eine 
EiweiBausscheidung stattfindet, die ich vermeiden wollte. 

Mit diesem Serum sind ahnlich ausgefiihrte Versuche angeste||t 
worden, wie oben beim Pferdeserum beschrieben worden sind, nur 
habe ich immer parallele Dialysen gemacht, und zwar einmal mit Chrom.- 
gelatine-Kollodiumkombination, das andere Mal mit zwei Kollodium- 
membranen. (Die hierbei benutzte Chromgelatinemembran war diesel}e 
wie in der Versuchsreihe mit Pferdeserum.) Dabei habe ich mir dic 
Aufgabe gestellt, den Vorgang der E. D. in erster Linie vom Gesichts- 
punkte der Niederschlagbildung, dann aber weiter auch der Reaktions. 
anderung und Entmineralisierung bei Anwendung der beiden Membran.- 
kombinationen vergleichend zu verfolgen. 

Die Tabellen Ia und IIb zeigen den Teil der Versuchsergebnisse 
die auf die erste Frage, betreffs des Vorganges der Niederschlagbildung, 
eine Antwort geben. 








Tabelle Ila. 
Kaninchenserum. Versuche mit Chromgelatine-Kollodiumkombination 
‘Catala | Dauer der Sia Relative Relative 
. Dialyse on Albumin | ~y Globulin ° Differenz 
ha Min. - - 
1 10 | 6173 5950 | 965 0,219 | 343 0,008 —0,07 
2 20 6,173 5,031 81,6 1,050 16,9 0,092 —15 
8 30 6173 4,375 71,0 1,750 282 0,048 —OS 
4 40 6,173 4,113 66,6 2.087 33,8 0,027 +04 
5 | 5O | 6178 | 4,134 67,0 2,034 32,9 0,09 —O0,08 
6 60 6,173 4,091 66,4 2,034 32,8 0,048 —O 8 
Tabelle IIb. 
Kaninchenserum. Versuche mit zwei Kollodiummembranen. 
Dauer der | 
hs a Dialyse | Cow Albumin =" Globulin Relative Differenz 
5 Min. = 
1 10 6,173 | 6,038 97,7 0,175 2.9 0,04 + 06 
2 20 3,173 5,797 93,8 0,416 68 0.04 L 06 
3 30 6,173 5,250 85,0 1,021 16,6 0,098 + 1.6 
4 40 6,173 5,119 83,0 1,107 17,8 0,053 + 0,8 
5 50 6,173 4,113 66,6 § 2,034 33,0 0,026 — 04 
6 60 6,173 4,134 67,0 2,056 33,3 0,017 +03 


Die einzelnen Spalten der Tabellen sind mit denen der Tabelle | 
vollkommen analog und ohne weiteres klar. Es zeigt sich zunachst 
hier auch, daB die Fehlergrenze sich durchweg unter 1°, bewegt, dann 
weiter, daB die Niederschlagbildung einem Maximalwert zustre)t 
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den sie beim Chromgelatine-Kollodiumsystem nach 40 Minuten, bei 
zwei Kollodiummembranen etwas spater, nach 50 Minuten erreicht. Die 
beiden Grenzwerte sind bei diesem Serum, unabhaingig von der an- 
gewendeten Membrankombination, gleich, der Gang der EiweiBaus- 
scheidung jedoch in den beiden Versuchsreihen etwas verschieden. 

Auf die eingehendere Analyse der Niederschlagbildung kommen 
wir an der Hand der Reaktions- und Leitfahigkeitsinderungen noch- 
mals zuriick; hier méchte ich nur noch auf den Umstand hinweisen, 
daB die Fehler bei Chromgelatine-Kollodiumkombination hier fast 
durchweg negativ sind, wogegen sie in der Versuchsreihe mit Pferde- 
serum beinahe alle positiv waren. Mit dieser Beobachtung werden wir 
uns des weiteren auch noch eingehender beschaftigen miissen. 

Um die Reaktionsinderungen in der Mittelfliissigkeit verfolgen 
zu kénnen, sind mit demselben Serum Versuche angestellt worden, 
wo ich die H-Konzentration in der Mittelfliissigkeit nach jeden 10 Mi- 
nuten bestimmt habe. Dazu muBte in jedem Falle die ganze Fliissigkeits- 
menge verbraucht werden, so daB zu jeder Messung je eine, immer 
um 10 Minuten langer dauernde Dialyse gehért. (Um die Leitfahigkeit 
der dialysierten Fliissigkeit besonders nach langerer Dauer der Dialyse 
zu erhéhen, und eine genauere Ablesung bei Messung der EMK zu 
erméglichen, sind die Flissigkeiten vor dem Abmessen mit einem 
Kérnchen KCl] versetzt worden.) 

In derselben Weise sind die Leitfahigkeitsmessungen gemacht 
worden, wobei zwischen der Dialyse und der Messung nur so viel Zeit 
verstrichen ist, die dazu nétig war, daB die Fliissigkeit die Temperatur 
des Wasserbades annehmen konnte. Dieses unverziigliche Messen ist 
unbedingt notwendig, da sonst, wie darauf Pauli (5) hingewiesen hat 
und ich auch selbst bestatigen kann, die Leitfahigkeit des Dialysats 
beim Stehen an der Luft stark zunimmt (um etwa das Vierfache in 
einer Stunde. Siehe Versuch 7 in Tabelle Illa). 


Tabelle IIla. 


Veranderungen der Stromstarke, Reaktion und Leitfaihigkeit waihrend der 
E. D. mit Chromgelatine-Kollodiumkombination. 





Versuch Dauer der Dialyse Stromstarke Reaktion Leitfahigkeit 
Nr. Minuten mA Pu , 
i 1:8 verdiinntes Serum Anfang mit 

vor der Dialyse 60 8,0 1,67 . 10-* 

2 10 12 6,12 1,58 . 10-4 
3 20 55 5,85 6,58 . 10-5 
4 30 4 5,48 1,47 .10-° 
5 40 3.5 5,42 1,57 .10-® 
6 50 25 6,47 2.54. 10-8 
7 60 2.5 7,32 95 .10-¢* 


* 1 Stunde vor der Abmessung gestanden. 
Biochemische Zeitschrift Band 189. 19 
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Tabelle IIIb. 


Veranderungen der Stromstiarke, Reaktion und Leitfaihigkeit wahrend 
der E. D. mit zwei Kollodiummembranen. 





Versuch Dauer der Dialyse Stromstirke Reaktion Leitfahigkeit 
Nr. | Minuten mA PH | x 
1 1:8 verdiinntes Serum | Anfang mit 
vor der Dialyse 60 8,15 1,67 . 10-° 
2 10 35 3,46 5,03 . 10-4 
3 20 25 4,30 1,41.10-¢ 
4 30 20 5,15 4,65 . 10-° 
5 40 6 5,90 8,6 .10-% 
6 50 8.5 6,16 3,74. 107° 
7 60 8,5 6,16 5,95 . 10-6 


Es ist bei allen diesen Dialysen die Stromstarke anfangs und zum 
Schlu8 genau notiert worden und in den Tabellen Illa und IIIb sind 
neben den px- und Leitfahigkeitswerten auch die Verinderungen der 
Stromstirke wahrend der E. D. angegeben. 


In einer weiteren Versuchsreihe ist dann noch das Volumen der 
Mittelfliissigkeit nach jeder einzelnen Dialyse abgemessen worden, um 
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etwaige endosmotische Wasserbewegung wahrend der Dialyse zu ver- 
folgen; es waren aber keine sicher meBbaren Verschiedenheiten zwischen 
den Volumina nachzuweisen. 


Man ersieht aus diesen Tabellen und noch besser, wenn man die 
Daten derselben kurvenmaBig darstellt (s. Abb. 4 bis 9), daB man bei 
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all- 


gemeinen dadurch charakterisieren kann, daB e1 sich zwischen der 
Anfangsreaktion des Serums und dem I. P. des Globulins bewegt, und 


Chromgelatine-Kollodiumkombination den Reaktionsgang im 


ich habe tatsachlich in meinen mehrfach wiederholten Versuchen 
niemals gesehen, daB die Reaktionsinderungen bei diesem System 
die genannten beiden Grenzen weder nach oben, noch nach unten tiber- 
schritten hatten. 

Viel gréBer sind die Reaktionsstérungen bei zwei Kollodium- 
Hier stiirzt die py-Kurve zuerst tief ins sauere Gebiet 


membranen. 
mit verschiedenen Kollodium- 


hinunter, und bei wiederholten und 
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Abb. 6. 
Veranderungen der Stromstarke 
bei Chromgelatine - Kollodium- 

kombination. 
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Abb. 9. 


Verinderungen der Stromstirke 
bei zwei Kollodiummembranen. 


Abb. 8. 


Zusammenhang zwischen Leit- 
fahigkeitsinderung und Nieder- 
schlagsbildung b. zwei Kollodium- 
membranen. 
—— Leitfahigkeit. 
----- Niederschlag. 


membranen angestellten Versuchen habe ich immer wieder das ge- 
funden, daB die Reaktion am Anfang der Dialyse immer am sauersten 
war, dann allmihlich naherte sie sich zum I. P. des Globulins, hat ihn 
sogar in den meisten Fallen etwas iiberschritten, wie es aus den 
Daten der Tabelle IV, die die pg-Werte von zwei weiteren Versuchs- 
reihen enthalt, zu ersehen ist: 


19* 
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Tabelle IV. 


Reaktionséinderungen wahrend der E. D. bei zwei Kollodiummembrane: 





Versuch | Versuch II 

Dauer der Dialyse PH Dauer der Dialyse Pu 
1:4 verd. Serum | 799 1:8 verd. Serum | 2p, 
(,2 1,02 

vor der Dialyse | vor der Dialyse | | 
10 Min. 4,10 10 Min. 4,02 
” -s 4,88 20 , 4,22 
— . 5,13 30, 5,18 
40 , 5,40 40 , 5,12 
50 , 5,50 7 5,27 
60 , 5,53 60, 5,27 
120 , 6,27 


Aus dieser Gegeniiberstellung ergibt sich ein Unterschied, und, 
wie wir sehen werden, ist das der einzig wesentliche zwischen den 
Vorgangen bei beiden in meinen Versuchen angewandten Membran 
systemen. Bei zwei Kollodiummembranen miissen namlich die Serum- 
eiweiBkérper am Anfang der E. D. ihren Ladungssinn verindern, und 
das geschieht bei Chromgelatine-Kollodiumkombination _ nicht 
Wahrend also bei einem positiv-negativen Membransystem die Globuline 
aus ihrem natiirlichen Ladungszustand, als negative lonen, entladen 
werden, miissen sie bei einem negativ-negativen Membransystem 
zuerst umgeladen und dann erst, als positive lonen, entladen werden. 

Wihrend zwischen beiden untersuchten Systemen_hinsichtlich 
der Reaktionsinderungen diese Verschiedenheiten bestehen, weisen 
die Kurven der Leitfahigkeitswerte auffallende Ahnlichkeiten bei 
beiden Kombinationen auf (Abb. 5 und 8). 

Am Anfang der E. D. nimmt zunichst die Leitfahigkeit der Mittel- 
fliissigkeit bei beiden Systemen ziemlich gleichmaBig ab. Nach einer 
Zeit (in beiden Fallen nach 30 Minuten) stellt sich dann ein Stillstand 
in der Entmineralisierung ein, gekennzeichnet durch das Plateau in 
dem Kurvengang, wobei die Leitfaihigkeitswerte bei beiden Membran. 
kombinationen von der gleichen GréBenanordnung sind. Dieses Stil! 
stehen dauert bei zwei Kollodiummembranen etwa doppelt so lange 
als bei Chromgelatine-Kollodium, und nach dem Plateau kommt dann 
wieder ein steiler Abfall der Kurve bei beiden Systemen, wobei dic 
Endwerte wieder von der gleichen GréBenordnung sind, bei zwei Kollo- 
diummembranen jedoch etwas héher liegen als bei Chromgelatine- 
Kollodium. Der Vorgang der Entmineralisation ist also bei ersterem 
gegeniiber dem letzteren etwas in die Lange gezogen. 


AnschlieBend an die Veranderungen der Leitfaihigkeit, méchte ich hie 
kurz noch meine Beobachtungen beziiglich des Verhaltens der Stromstarke 
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wahrend der E. D. mit meinem Apparat mitteilen. Ich habe vor dem Ein- 
schalten des Stromes den Vorschaltwiderstand erfahrungsgemaiS immer 
so eingestellt, daB beim Einschalten des Stromes die Lampe nicht gliihte. 
Dann wurde die Stromstarke genau auf 60 Milliampere einreguliert. (Zur 
Messung der Intensitat ist ein Instrument verwendet worden, das die Ab- 
lesung von 0,5 Milliampere gestattet.) Dabei war die Spannung etwa 
50 Volt. In den ersten Sekunden kann man eine kleine Zunahme der Strom- 
stiirke beobachten, sie macht jedoch nur einige Milliampere aus, so daB die 
Stromstarke niemals iiber 70 Milliampere gestiegen ist. (Meine Kohlen- 
fadenlampe hat bei etwa 70 Milliampere angefangen zu gliihen.) Beim 
Chromgelatine - Kollodiumsystem nach 5, bei zwei Kollodiummembranen 
nach etwa 10 Minuten ist dann der Widerstand vollkommen ausgeschaltet 
worden, und dann ging die E. D. bei 220 Volt Spannung und abnehmender 
Intensitét weiter, wie Abb. 6 und 9 es zeigen. Vergleicht man diese Kurven 
mit denen der Leitfahigkeit, so kann man feststellen, daB diese diejenigen 
Einzelheiten, die die Leitfahigkeitskurven zeigen, nicht bemerken lassen. 
Es ist deshalb nicht richtig, aus den Veranderungen der Stromstiarke irgend- 
welche Schliisse auf die Entmineralisation der Mittelfliissigkeit zu ziehen, 
deren einziger Indikator, auf den man sich verlassen kann, die Leitfahig- 
keitsmessung ist. 


Zeichnet man den Gang der Niederschlagsbildung neben den pz- 
und Leitfahigkeitskurven auf, wie es in Abb. 4, 5 und 7, 8 geschehen 
ist, so sieht man zunachst bei Chromgelatine-Kollodium, daB hier die 
Niederschlagsbildung eine gleichmaBige ist, die ihren héchsten Wert 
nach 40 Minuten erreicht. Es sind aber des weiteren noch folgende 
Einzelheiten hervorzuheben. Bvim Vergleich der Niederschlagskurve 
mit dem py sieht man, daB die erstere ihren héchsten Wert dort erreicht, 
wo die pxu-Kurve den dem I. P. des Globulins entsprechenden Wert 
annimmt, von da ab bleibt die Menge des Niederschlages konstant. 
Vergleicht man dieselbe Kurve mit der Leitfahigkeitskurve, so stellt 
sich heraus, daB, solange die Leitfahigkeit anfangs steil abnimmt, dann 
eine Weile konstant bleibt, die Menge des Niederschlages immer zu- 
nimmt und ihren Héhepunkt im Moment, wo die Leitfahigkeit 
wieder steil abzufallen beginnt bis zu Werten, die dem Leitfahigkeits- 
werte des destillierten Wassers entsprechen oder ihm sehr nahe kommen, 
erreicht. 

Bei Anwendung von zwei Kollodiummembranen gestalten sich die 
Verhaltnisse etwas anders. Infolge des starken Reaktionsumschwunges 
findet in den ersten 20 Minuten nur eine sehr miaBige Eiweib- 
ausscheidung statt. Erst nachdem die Reaktion allmahlich dem I. P. 
des Globulins sich nihert, kommt es zu einem stirkeren EiweiBausfall. 
Es ist aber auffallend, daB eben in der Zeitspanne, wo die py-Kurve 
das isoelektrische Gebiet des Globulins passiert, ein Stillstand in der 
Niederschlagsbildung zu beobachten ist, nachdem dann wiede- ein 
bedeutender EiweiBausfall stattfindet, wodurch zugleich die Nieder- 
schlagsbildung ihren Héhepunkt erreicht. 
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Untersucht man diesen eigenartigen Verlauf der Niederschlags. 
kurve im Vergleich mit den Leitfahigkeitsinderungen, so stellt sich 
heraus, daB die EiweiBausfallung dort ihren Stillstand aufweist, wo die 
Leitfahigkeitskurve in ihr Plateau iibergeht, und der Zeitpunkt, wo der 
Niederschlag seinen maximalen Wert erreicht, die Leitfahigkeit aber 
wieder steil abzufallen beginnt, hier wie bei dem Chromgelatine- 
Kollodiumsystem zusammenfallen. 

Die Entmineralisierung der Mittelfliissigkeit, gemessen an Leit- 
fahigkeit, laBt also bei beiden Systemen eine ausgesprochene Drei. 
teilung erkennen. Dazu kommt noch, daB die Niederschlagsbildung 
bei zwei Kollodiummembranen ebenfalls diese Dreiteilung aufweist 

Ettisch und Beck (6) beschreiben die E. D. als einen dreiphasischen 
Vorgang und unterscheiden eine anfaingliche Phase, in der nur eine 
allmahlich sich vermehrende EiweiBausscheidung stattfindet, dann 
eine zweite, die durch plétzlichen groBen EiweiBausfall charakterisiert 
ist und welche dann in die dritte Phase iibergeht, wo die Nieder-. 
schlagsmenge keine wesentliche Anderung mehr erfahrt. 

Auf Grund der bisher besprochenen Versuchsergebnisse méchte 
ich die dreiphasische Einteilung der E. D. auch beibehalten, da es sich 
aber bei der E. D. in erster Linie um die Entmineralisierung der Mittel- 
fliissigkeit handelt und Reaktionsinderung sowie Niederschlagsbildung 
nur deren Folgen sind, méchte ich bei dieser Einteilung auf den Gang 
der Entmineralisation ein besonderes Gewicht legen und als Grund 
dafiir die Leitfahigkeitsinderungen betrachten. 

Wenn man sich die besprochenen Verainderungen der Leit- 
fahigkeit vor Augen halt, kann man den Vorgang der E. D. folgender- 
maBen deuten: Die Kristalloide, die durch die E. D. aus dem Serum 
entfernt werden, stehen in verschiedenen Beziehungen zu den Kolloiden 
Ein Teil derselben ist mit den Kolloiden gar nicht oder nur lose ver. 
bunden. Leitet man einen elektrischen Strom durch das Serum 
so beteiligen sich in erster Linie diese Kristalloide an dem Strom- 
transport, und bis sie allmahlich entfernt werden, nimmt die Leit- 
fahigkeit ziemlich gleichmaBig ab. Dies wire die erste Phase der E. D.. 
indem ein Teil der EiweiBkérper zufolge der Milieuveranderung, die 
eben durch die Stérung des Kristalloidbestandes und durch andere 
Umstande der E. D., wie Membranwirkung usw. hervorgerufen wird, 
ausfallt. 

Ein anderer Teil der Kristalloide ist mit den Kolloiden fester ver- 
bunden, so daB es nur durch eine linger andauernde Anwendung von 
aéuBeren Kraften méglich ist, sie den Kolloiden zu entziehen. Dieses 
Zusammenhalten von Kolloiden und Kristalloiden dokumentiert sich 
dadurch, daB die Abnahme der Leitfahigkeit eine Zeitlang zum Still- 
stehen kommt, und wie es das Beispiel des zwei Kolloidummembran- 





M: 


5\ 


ob 


da 
ha 
fre 


dic 
ely 
de 
ma 


au 
ist 
det 
Fe 


sin 
un 


vol 
mi 
ste 


Ing 
bis 
Die 
Ko 


mit 


ver 
das 
jed 
lan 


alt 








Ich 


die 


der 


ite 
ch 
el- 
ng 
ng 
nd 





M:kromethode z. Fraktionierung d. SerumeiweiSkérper d. Elektrodialyse, 287 


systems zeigt, kommt es eine Weile zu keinem weiteren EiweiBausfall, 
obgleich das Milieu dazu geeignet ware, die Reaktion der Mittelfliissig- 
keit ist doch im Bereiche des I. P. des Globulins. Diese Phase geht 
dann in die letzte Phase der E. D. iiber, in der der durch E. D. iiber- 
haupt erreichbare Héhepunkt der Niederschlagsbildung erreicht wird, die 
freigelegten Elektrolyte entfernt werden und dadurch der Endzustand 
sich einstellt. 

Mit den bisher mitgeteilten Versuchen wollte ich entscheiden, ob 
die E.D. als quantitative Methode zur Fraktionierung der Serum. 
eiweiBkérper mit geeigneter Methodik anwendbar ist. Am Beispiel 
des Kaninchenserums glaube ich bewiesen zu haben, daB beim gleich- 
maBigen Arbeiten mit der E. D. gleichmaBige Resultate erzielt werden 
kénnen, und daB es mit den eben zu besprechenden Einschrinkungen 
auch vom Gesichtspunkte der resultierenden Globulinmenge einerlei 
ist, welche von den beiden untersuchten Membrankombinationen bei 
der E. D. angewendet wird. Die schon erwahnte Tatsache, daB die 
Fehler bei der Chromgelatine-Kollodiumkombination bei der zweiten 
Versuchsreihe, gegeniiber der ersten, fast durchweg negativ geworden 
sind, hat mich aber veranlaBt, weitere Versuche mit anderen Membranen 
und bei verschiedenen Seren anzustellen. 


Versuche mit Menschensera. 


Diese Versuche habe ich mit Menschensera angestellt und zur 
E. D. andere, bisher nicht gebrauchte Membranen angewendet. Die 
von mir gebrauchte Anodenmembran war jedoch zu gleicher Zeit 
mit der vorherigen hergestellt, gleich lange belichtet, seit der Her- 
stellung unter Wasser aufbewahrt, nur eben bisher nicht gebraucht. 
Beide Membranen waren zu dieser Zeit etwa 6 Wochen alt. Vor dem 
Ingebrauchnehmen ist durch diese Membran auch, wie weiter oben 
beschrieben, ein elektrischer Strom so lange durchgeschickt worden, 
bis die Stromstarke sich itiber eine Stunde nicht mehr verandert hat. 
Die Kathodenmembranen waren etwa 2 Wochen alte, nicht gebrauchte 
Kollodiumhiilsen. 

Es sind insgesamt 6 Menschensera in Parallelversuchen, sowohl 
mit Chromgelatine - Kollodiumkombination als mit zwei Kollodium- 
membranen untersucht worden. 

Das Blut wurde in trockene, saubere Reagenzglaser aus der Arm- 
vene entnommen, 24 Stunden im Eisschrank stehengelassen, dann 
das Serum abgegossen, zentrifugiert und bis zur Untersuchung ohne 
jede Zugabe im Eisschrank aufbewahrt. Es sind dann die Sera 1 Stunde 
lang dialysiert, und zwar sind die Parallelversuche immer an demselben 
Tage ausgefiihrt worden, so daB sie bei der Untersuchung immer gleich 
alt waren. Die Dialysate sind wie weiter oben angegeben verarbeitet. 
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Tabelle Va. 
Menschensera. Versuche mit Chromgelatine-Kollodiumkombination. 





Serum 


Nr. GesamteiweiB Albumin Relative °), Globulin Relative 
1 8,488 5,797 68,2 2.691 31,8 
2 8,072 5,819 72,0 2,253 28,0 
3 7,701 5,338 69,2 2,363 30,8 
+ 8,094 5.863 72,5 2,231 27,5 
5 7,875 5,534 70,2 2,341 29.8 
6 7,722 5,600 72,5 2,122 27,5 
Tabelle Vb. 


Menschensera. Versuche mit zwei Kollodiummembranen. 





Se Differenz eoteiee See 
Serum Gesamt- : Relative G Relative Eiweifs m. zwei Kollod. u. 
Nr. ciweif Atenie 9» Gictutie 99 Chromgelatine-Kollod.- 


Kombination 
1 8,510 5,294 62,2 3,216 37,8 0,022 +03 
2 8,231 5,781 70,4 2.450 29.6 0,159 +19 
3 7,875 5,250 66,7 2.625 33,3 0,174 +22 
+ 8,334 5,775 69,3 2.559 30,7 0,240 +29 
5 8,072 5,447 67,4 2.625 32.7 0,197 +24 
6 7,831 5,259 67,0 2.581 33,0 0,109 +14 


Die Resultate dieser Versuche sind in den Tabellen Va und Vb 
enthalten. Es ist nur zu bemerken, daB hier die GesamteiweiBwerte 
durch Addition der beiden Fraktionen gewonnen worden sind. In der 
letzten Spalte der Tabelle Vb sind dann noch die Differenzen angefihrt, 
die sich zwischen den GesamteiweiBwerten nach der Dialyse mit Chrom- 
gelatine-Kollodiumkombination und mit zwei Kollodiummembranen 
ergaben. 


Es zeigt sich aus diesen Tabellen zweierlei: Erstens, es ist eine in 
den meisten Fallen betrichtliche Differenz zwischen dem Gesamt- 
eiweiBwert da, und zwar zeigt sigh ein EiweiBverlust bei der Chrom- 
gelatine-Kollodiumkombination. Zweitens ist die Ausbeute an Globulin 
bei den beiden Membrankombinationen versshieden, und zwar ist 
die Ausbeute bei zwei Kollodiummembranen besser. 


Da die Fehler alle gleichgerichtet waren und die bei der Methode 
iibliche Fehlergrenze in den meisten Fallen iiberschritten, war 
kaum zu bezweifeln, daB sie durch einen N-Verlust durch die Chrom- 
gelatinemembran verursacht worden sind. Um dies jedoch exakt 
nachweisen zu kénnen, habe ich die Dialyse bei Serum IV, wo dic 
Differenz am gréBten war, mehrmals wiederholt, dabei das Anoden- 
wasser immer aufgefangen und darin N-Bestimmung gemacht. 


Solch ein Versuch sei hier mitgeteilt: 
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Das Spiilwasser des Anodenraumes betrug in einer Stunde 160 cem. 
Das Volumen wurde mit destilliertem Wasser auf 200 ccm aufgefiillt und 
in je 20cem der Flissigkeit N-Bestimmung gemacht. Gleichzeitig sind 
Leerwertbestimmungen in dem zum Spiilen benutzten destillierten Wasser 
angestellt worden. Der Leerwert betrug in 100 cem des destillierten Wassers 
0.2 mg N, entsprechend 0,66 mg EiweiB. In den 200 cem Spiilwasser habe 
ich 0,49 mg N, entsprechend 3,06 mg EiweiB gefunden. Wenn man den 
Leerwert, bezogen auf 200 cem, davon abzieht, bleibt 1,75 mg. Diese 
EKiweiBmenge ist aus 1 ccm Serum verloren gegangen, der Verlust macht 
also, auf 100 cem umgerechnet, 175 mg aus. Addiert man diesen Wert zu 
dem aus den beiden Fraktionen berechneten GesamteiweiBwert, so ergeben 
sich 8,265 ¢ als GesamteiweiBgehalt des Serums und die Differenz zwischen 
diesem und dem mit zwei Kollodium gefundenen GesamteiweiBwert betragt 
nunmehr bloB 0,069 g (0,83°,), was schon in die iibliche Fehlergrenze fallt. 


Es wurde der N-Verlust zum EiweiBwerte umgerechnet, da er sich 
bei GesamteiweiBgehalt als Minus dokumentiert. Es ist jedoch besser, 
von einem N-Verlust zu sprechen, weil im Anodenwasser mit den 
iiblichen Reaktionen kein EiweiB nachzuweisen ist, so daB die Form, 
in der das Nitrogen durch die Membran geht, bisher unentschieden 
ist. Man kénnte denken, daB aus der Membran selbst NH, auswandert 
und den N-Gehalt des Anodenwassers verursacht; ware es aber der 
Fall, so sollte das NH, als positives lon unter dem EinfluB des Stromes 
durch die Mittelfliissigkeit zur Kathode wandern und kénnte héchstens 
im Kathodenwasser erscheinen. Aus demselben Grunde kann man 
auch daran nicht denken, daB vom Eiwei8 durch den Strom NH, 
abgespalten wird, sondernes ist am wahrscheinlichsten, daB die Membran, 
und zwar aller Wahrscheinlichkeit nach erst mit der Zeit fiir EiweiB- 
abbauprodukte, die entweder schon im Serum als Rest-N-Kérper 
praformiert sind, oder aber unter Einwirkung des Stromes erst wahrend 
der E. D. gebildet werden, durchlissig wird. 

Um festzustellen, ob diese Durchlassigkeit nur eine individuelle Eigen- 
schaft der hier gebrauchten Membran ist oder aber mit dem Altern der 
Chromgelatinemembranen im allgemeinen zusammenhingt, ist dasselbe 


Serum auch mit der in den vorherigen Versuchen gebrauchten Membran 
dialysiert worden, und dabei ergaben sich folgende Werte: Gesamteiweib 
8,006, Albumin 5,644, relative °, 70,5, Globulin 2,363, relative °, 29,5. 
Differenz zwischen GesamteiweiB mit zwei Kollodium und Chromgelatine- 
Kollodium 0,227 2.85%. Der Verlust ist also bei dieser Membran genau 
so groB wie bei der anderen, und das spricht dafiir, daB der N-Verlust eine 
Alterungserscheinung bei den Chromgelatinemembranen ist. 


Das Anodenwasser habe ich auch beim zwei Kollodiumsystem unter- 
sucht, da war aber kein N-Verlust nachzuweisen. 


Diese Untersuchungen erweisen aber auch, dai mit der angegebenen 
Methode nicht nur die Mittelfliissigkeit, sondern sowohl das Anoden- als 
das Kathodenwasser gut analysiert werden kann. Das Spiilwasser kann 
doch getrennt aufgefangen und, da die Fliissigkeitsmengen nicht zu groB 
sind, die Analyse bequem darin ausgefiihrt werden. 
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Die eigentliche Frage aber, die diese Untersuchungen entscheiden 
sollten, war die, welche Membrankombination von den beiden unter- 
suchten am besten anzuwenden ist. Und wenn wir jetzt auf Grund 
der mitgeteilten Versuchsergebnisse die Leistungsfabigkeit der beiden 
Membransysteme einander gegeniiberstellen, so ergibt sich folgendes 
Bild: 

1. Bei Chromgelatine-Kollodiumkombination : 

a) Die Reaktionsschwankungen bewegen sich zwischen der Anfangs- 
reaktion des Serums und dem I. P. des Globulins. 

b) Die Entmineralisation erreicht einen etwas héheren Wert und 
volizieht sich rascher als bei zwei Kollodiummembranen. 

c) Die Niederschlagsbildung erreicht ihr Maximum in den ersten 
40 Minuten; die Menge des gebildeten Niederschlags ist bei frischen 
Membranen gleich der mit zwei Kollodiummembranen erreichbaren 
Nach einer Zeit, etwa 4 Wochen, zeigt sich aber bei dieser Kombination 
ein mit der Zeit zunehmender N-Verlust, dabei wird die Ausbeute 
an Globulin auch vermindert. 

d) Die Herstellung der Chromgelatinemembran ist schwieriger 
und dauert auch linger. 

2. Bei zwei Kollodiummembranen: 

a) Die Reaktion der Mittelfliissigkeit wird am Anfang der E. D 
stark sauer, nahert sich dann allmahlich dem I. P. des Globulins. 

b) Die Entmineralisation geschieht etwas langsamer als bei dem 
Chromgelatine-Kollodiumsystem, erreicht nicht ganz so hohe Werte 
wie bei diesem, die Endleitfahigkeitswerte sind jedoch bei beiden 
Systemen gleicher GréBenordnung. 

ce) Die Niederschlagsbildung erreicht, zwar auf anderem Wege, 
denselben Betrag, wie bei dem ersten System, dabei war bei den bisher 
gebrauchten Membranen kein N-Verlust zu beobachten. 

d) Die Herstellung der Membranen ist einfach, und sie sind nach 
der Herstellung sofort brauchbar. 

Auf Grund dieser Uberlegungen méchte ich fiir den praktischen 
Gebrauch doch das aus zwei Kollodiummembranen bestehende System 
beibehalten, besonders weil bei der angegebenen Methode in erster 
Linie die praktischen Gesichtspunkte, wie die VerlaBlichkeit, Halt- 
barkeit der Membran, die Einfachheit der Herstellung in Betracht 
kommen, und dann weiter, weil die Menge der gebildeten Niederschlage 
mit dem Alter der Kollodiummembran nicht so zu schwanken scheint 
wie bei der Chromgelatine-Kollodiumkombination. 

Ich méchte mit einigen Worten nur noch auf die praktische An- 
wendung der Methode und auf die Bedeutung dhnlich ausgefiihrter 


Versuche hinweisen. 
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Die Methode ist in erster Linie zur Fraktionierung der Serum- 
eiweiBkérper und zur quantitativen Trennung des dabei erhaltenen 
Niederschlages von dem in Lésung bleibenden Teile ausgearbeitet 
worden. Dieses Ziel kann man mit der Methode, wie ich es bewiesen 
zu haben glaube, mit einer Genauigkeit erreichen, die den praktischen 
Anforderungen vollkommen entspricht. Daneben kann sie aber tiberall 
dort angewendet werden, wo es sich um die elektrolytische Reinigung 
von kleinen Fliissigkeitsmengen handelt, besonders wenn es dabei 
auf die quantitative Zuriickgewinnung der dialysierten Fliissigkeit 
ankommt. Auer der Mittelfliissigkeit kann man weiter mit dem 
Apparat das Anoden- und Kathodenwasser bequem analysie7en. 

Was die klinische Bedeutung dhnlicher Untersuchungen anlangt, 
so muB auf die sich immer vermehrenden Untersuchungen hingewiesen 
werden, die bei den verschiedensten Krankheiten, wie Lues, Tuberkulose, 
bésartige Geschwiilste, Infektionskrankheiten, eine Verénderung in der 
kolloidalen Struktur der Blutfliissigkeit ergaben. Des weiteren soll noch 
die immunbiologische Bedeutung erwaihnt werden, die in der neueren Zeit 
den Globulinen beigemessen wird. 

Ich will das Gesagte nur mit einem Beispiel illustrieren : 

Zeichnet man die in verschiedenen Stadien der E. D. erhaltenen 
Albumin- und Globulinwerte kurvenmaBig auf, wie es in Abb. 10 und 11 
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Gegenseitiges Verhalten der Serumeiweiffraktionen wahrend des Ablaufs der 
Krankheit bei einem septisch erkrankten Individuum. 


Albumin. - - Globulin. 
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geschehen ist, so erhalt man zwei Kurven, die genau symmetrisch ve 
laufen und daher das Spiegelbild voneinander sind. Untersucht man nu 
bei einem septisch erkrankten Individuum wahrend des Ablaufs der Krank 
heit wiederholt das Verhalten der EiweiBfraktionen im Blute, wie wir es 


mit Ruzsnydk, allerdings mit einer anderen Methodik (Nephelometrie nac}, 


Rusznyék), gemacht haben (7), so erhaélt man vollkommen ahnliche Kurven 
(Abb. 12), nur mit dem Unterschied, da8 die Globulinwerte wahrend «: 
Krankheit viel héher liegen als unter normalen Verhiltnissen, sie tibe: 
treffen sogar stark die Albuminwerte, der Kurvengang der beiden Fraktionen 
zeigt aber ebenso eine gegenseitige Abhaingigkeit voneinander, wie wahren«| 
der E. D. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird ein Apparat zur quantitativen Trennung der Serum. 
eiweiBfraktionen durch Elektrodialyse angegeben, dessen Prinzip ist, 
daB die Elektrodialyse in zentrifugenglasférmigen Membranen aus- 
gefiihrt wird, die zentrifugierbar sind und dadurch eine schnelle und 
quantitative Trennung des Globulinniederschlages vom Albumin 
erméglichen. Zur Untersuchung ist 1 cem Serum nétig, kann daher 
bei den unter klinischen Verhaltnissen zur Verfiigung stehenden Fliissig- 
keitsmengen angewendet werden und ist besonders zu Serienunter- 
suchungen geeignet. Es wird die Methode der Trennung beschrieben 

2. Es wird gezeigt, daB das EiweiB nach der Dialyse quantitativ 
zuriickzubekommen ist und dabei betrigt der maximale Versuchs- 
fehler 2°, in den meisten Fallen bewegt er sich sogar unter 1°. 

3. Es sind zwei Membrankombinationen fiir die quantitative 
Anwendung ausprobiert worden, die Chromgelatine-Kollodium. 
kombination und zwei Kollodiummembranen. Es ist der Vorgang 
der E.D. hinsichtlich Reaktionsinderung, Entmineralisation und 
Niederschlagsbildung bei beiden Membrankombinationen in Parallel- 
versuchen verfolgt worden. 

4. Die Reaktionsinderungen bewegen sich bei Chromgelatine 
Kollodiumkombination zwischen der Anfangsreaktion des verdiinnten 
Serums und dem |. P. des Globulins. Bei zwei Kollodium wird die 
Reaktion am Anfang der Dialyse stark sauer, nahert sich dann dem I. P 
des Globulins, den sie meistens etwas tiberschreitet. 

5. Die Entmineralisation zeigt einen anfinglichen, ziemlich steilen 
und gleichmaBigen Abfall, dann einen Stillstand und dann zuletzt 
wieder eine staérkere Abnahme. Der Verlauf der Leitfahigkeitskurven 
ist bei beiden Kombinationen gleichartig, die Entmineralisation geht 
jedoch beim Chromgelatine-Kollodiumsystem etwas rascher vor sich 
als bei zwei Kollodiummembranen. 

6. Die Niederschlagskurve ist bei Chromgelatine-Kollodium ein 
gleichmaBige und erreicht ihr Maximum nach 40 Minuten, wahren: 
sie bei zwei Kollodium dort, wo die Leitfihigkeitskurve ein Plateau 
zeigt, ebenfalls einen Stillstand aufweist. Der Héhepunkt der Nieder 
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schlagsbildung wird hier nach 50 Minuten erreicht, der Endzustand 
ist jedoch, frische Membranen vorausgesetzt, bei beiden Systemen 
der gleiche. 

7. Der Vorgang der E. D. wird auf Grund des Ganges der Ent- 
mineralisation in drei Phasen eingeteilt. In der ersten Phase werden 
die gar nicht oder nur lose an EiweiB gebundenen Elektrolyte entfernt. 
In dieser Phase fallt ein Teil, etwa 50° des Niederschlages aus. In 
der zweiten Phase werden die mit dem EiweiB eng verbundenen Kri- 
stalloide dem Serum entzogen. Dieses Stadium flieBt bei Chromgelatine- 
Kollodium hinsichtlich der Niederschlagsbildung mit dem ersten und 
dritten zusammen und ist nur an der Leitfahigkeitskurve bemerkbar, 
wogegen bei zwei Kollodiummembranen die Niederschlagskurve auch 
ein in der Mitte liegendes Plateau aufweist, dem dann noch in diesem 
Stadium eine starke Zunahme des Niederschlages folgt. In der dritten 
Phase endlich fallen die Leitfahigkeitskurven wieder und die Nieder- 
schlagsmenge bleibt von nun an konstant. 

8. Es konnte in Versuchen mit Menschensera der EinfluB des 
Alterns auf Chromgelatinemembranen hinsichtlich der N-Durch- 
lassigkeit gezeigt werden. Es konnte ein Teil des Stickstoffs im Anoden- 
wasser wiedergefunden werden. 2 

9. Fiir quantitative Untersuchungen wird die aus zwei Kollodium- 
membranen bestehende Anordnung empfohlen, weil die Herstellung 
derselben einfacher und die VerlaéBlichkeit gréBer ist als bei Chrom- 
gelatinemembranen. 

10. Es wird guf die praktische Anwendbarkeit der Methode hin- 
gewiesen. 

Die Untersuchungen sind unter der Leitung des Herrn Prof. Rona 
ausgefiihrt worden; ihm sowie Herrn Dr. Kleinmann sei auch an dieser 
Stelle mein verbindlichster Dank fiir ihr reges Interesse und Férderung 
bei der Arbeit ausgesprochen. 

Die Ausfiihrung der Untersuchungen hat mir eine Unterstiitzung 
seitens der ungarischen Regierung durch das Collegium Hungaricum 
in Berlin erméglicht. 

Literatur. 

Eine vollstandige chronologische Zusammenstellung der die E. D. 
betreffenden Literatur siehe bei Dhéré, Kolloidzeitschr. 41, H. 3/4, 1927. 

1) Rusznydk, diese Zeitschr. 141, 479, 1923. — 2) Reiner, Kolloid- 
zeitschr. 40, 2, 123, 1926. — 3) Pauli, Klin. Wochenschr. 1924, 3. Jahrg., Nr. 1. 

4) Ettisch- Beck, diese Zeitschr. 171, 443, 1926. — 5) Téth, Arch. f. Gyn. 
123, 2 bis 3, 1925. — 6) Derselbe, ebendaselbst 127, 2 bis 3, 1926. 





Untersuchungen 
iiber die Bedeutung der ¢-Potentiale fiir elektroosmotische 
Flissigkeitsiiberfiihrung durch Kollodiummembranen'. 


Ein Versuch zu einer neuen Theorie der anomalen Osmose. 
Von 
P. J. Jurisi€ (Zagreb). 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1927.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Da ich in meiner letzten Arbeit? iiber die Einwirkung von H’ und 
OH’ auf die elektroosmotische Flissigkeitsiiberfiihrung durch Kollodium- 
membranen zeigen konnte, daB zwischen der Richtung bzw. der Ge- 
schwindigkeit des Fliissigkeitstransports und der Héhe und Richtung 
der abgeleiteten Membranpotentiale keine direkte Beziehungen be- 


stehen — was aber, wenn die vorherrschende Auffassung zu Recht 
bestiinde, beziiglich der Uberfiihrungsgeschwindigkeit der Fall sein 
miiBte —, habe ich Untersuchungen vorgenommen, um die Rolle des 


elektrokinetischen Potentials als zweiten Faktors, der neben dem 
Membranpotential bei den erwahnten Erscheinungen in Betracht 
kommt, auf seine Bedeutung eines richtungsbestimmenden Faktors 
und seine aktive Rolle bei der elektroosmotischen Fliissigkeitsiiber- 
fiihrung genauer zu verfolgen. Bei den tiblichen Versuchen tiber die 
elektroosmotische Fliissigkeitsiiberfithrung durch Kollodiummembranen 
werden die Erscheinungen durch rein osmotische Komponenten der 
verwendeten Elektrolytlésungen in positivem oder negativem Sinne 
je nach der Starke der Elektrolytkonzentrationen mehr oder weniger 
iiberlagert. Andererseits wieder wurden bisher die Verhaltnisse und 
Bedingungen der elektrokinetischen Potentiale in der Membranpore 
allzu einfach und einseitig aufgefaBt. Mein Bestreben war, die von mir 


1 Ausgefiihrt mit Hilfe eines Rockefellerstipendiums. Ich sprec!» 
dafiir der Rockefellerstiftung auch an dieser Stelle meinen innigste: 
Dank aus. 

2 P. J. Jurizié, diese Zeitschr. 185, 423, 1927. 
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aufgeworfenen Fragen an Systemen zu studieren, wo der Fliissigkeits- 
transport ausschlieBlich auf elektroosmotischem Wege stattfindet. Wie 
weiter unten noch ausfiihrlicher dargelegt wird, bieten diese Systeme 
den Vorteil, bei Konstanthaltung der Sdéure- bzw. Laugekonzentrationen 
auf beiden Seiten der Membran und durch Variieren der Bedingungen 
der §-Potentiale in den Membranporen die Rolle der letzteren fiir die 
von mir aufgeworfenen Fragen direkt zu demonstrieren. AuBerdem 
wird man bei den in dieser Arbeit verwendeten Kombinationen 
Systeme finden, die in rein physiologischer Hinsicht von Bedeutung 
sind. Beziiglich der Methodik verweise ich auf meine friiheren 
Untersuchungen!. 


Nach der Perrinschen Formel ist die Geschwindigkeit der elektro- 


' ee ‘te if ft ED 
osmotischen Fliissigkeitsiiberfiihrung durch den Ausdruck v i _ 
=n 

bestimmt, wo E die angelegte elektromotorische Kraft — in unserem Falle 


also das Membranpotential —, D die Dielektrizitatskonstante, g den Fliissig- 
keitsquerschnitt, 7 die Konstante der inneren Reibung und § das elektro- 
kinetische Potential bedeutet. Die Richtung dieser Fliissigkeitsiiberfiihrung 
ist durch die Richtung des elektrokinetischen Potentials gegeben. Bartell* 
hat auf Grund seiner Versuche an Porzellan und Goldschligerhaut die 
Regel aufgestellt, daB auch die Richtung der Fliissigkeitsiiberfiihrung durch 
Membranen, je nach den Bedingungen des $-Potentials in bezug auf das 
Membranpotential anodische bzw. kathodische Wanderung zeigt. 

Dies gilt nun fiir jenen Fall, wenn $-Potentiale in der Pore dem Betrage 
nach aquipotential sind. In meinen Versuchen aber, obwohl die Fliissigkeits- 
sdule in der Pore immer positiv geladen ist, findet man je nach den Versuchs- 
hedingungen eine anodische oder kathodische 


pg n 
Fliissigkeitsiiberfiihrung. Wie dies zu ver- mp Mt 


stehen ist, ist aus weiteren Ausfiihrungen ~ 4 


ersichtlich. Thi+ Saati 
Den Ausgangspunkt meiner Unter- 


suchungen bildete die Kombination: 
nix HCl — Kollodiwummembran — n/x / ---4---- | Veuragisations- 
KOH. In diesem System findet der 

Fliissigkeitstransport in der Richtung - 
KOH — HCI statt, und die Ge- ~/_3_ |+ +| ae ae 





Membran 

















schwindigkeit desselben ist den ver- “—_ A ™ 
wendeten Elektrolytkonzentrationen #0 
symbat. Die osmotischen Komponenten Abb 


heben sich gegenseitig auf, die Fliissig- 

keitsiiberfiihrung findet also nur elektroosmotisch statt. Abb. 1 
illustriert schematisch die bei dieser Versuchsanordnung in Betracht 
kommenden physikalisch-chemischen Momente. 


1 P. J. Juriaié, Physik. Zeitschr. 27, 1926. 
2 Bartell, Proc. Nat. Acad., N. 8. A., 6, 1920. 
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In der Neutralisationsebene tritt Saiure und Lauge zusammen 
Von dieser Ebene der Saure bzw. der Lauge zu sind die Bedingungen 
der §-Potentiale verschieden. Auf der Saureseite findet infoige de 
Adsorption von H eine Verminderung, auf der Laugenseite dagegen 
durch Adsorption von OH’ eine VergréBerung der negativen Aut 
ladung der Kolloidummembran statt. Da aber Kollodium stets! seine 
negative Ladung beibehalt, ist die Richtwng der elektrokinetischen 
Potentiale bei allen Kombinationen dieselbe, d.i. die Fliissigkeits. 
siule in der Membranpore ist stets positiv aufgeladen. Es bestehi 
bloB eine Differenz im Betrage der £-Potentiale von der Neutralisations 
ebene der Sdure bzw. der Lange zu. Ich bezeichne diese Differenz mit 
Ag. Das elektrokinetische Potential beim Porenende an der Laugenseit« 
wird mit ¢,, jenes an der Saureseite mit §, bezeichnet. Es ist selbst- 
verstandlich, daB hier [, > € ist und daB zwischen den beiden die 
Beziehung: Af =, — & besteht. Es soll nun gezeigt werden, dal 
in allen Fallen der elektroosmotischen Fliissigkeitsiiberfiihrung durch 
Kollodiummembranen die Richtung des Fliissigkeitstransports von 
der Richtung von 4§ — ohne Riicksicht auf die Richtung der ab- 
geleiteten Membranpotentiale — abhangt, d.h., daB die Richtung des 
Fliissigkeitstransports im von gréBerem zu kleinerem £-Potential statt- 

findet. Nehmen wir zu diesem Zwecke 

















m — verschiedene Systemkombinationen. 
7" = ea Abb. 2 stellt schematisch die physi- 
/ kalisch-chemischen Momente bei der ganz 
/ gewoéhnlichen Kombination Salzlésung 
/ —Kollodiummembran— Wasser dar. In 
8. / allen bisherigen Untersuchungen  tiber 
E / - die Theorie der anomalen Osmose wurde 
S/ = lly —-—-—-— die wichtige Tatsache iibersehen, daB in 
ae h +++ + der Membranpore ein Diffusionsgefall: 


Niesseer vorhanden ist, d. i., daB man in derselben 

Abb. 2. an beiden Phasengrenzen dem Betray 

nach mit verschiedenen §-Potentialen zu 

rechnen hat, daB also ein A§ vorhanden ist. Loeb? hat gezeigt 
daB das elektrokinetische Potential der Kollodiumteilchen in Wasser 
25 Millivolt betrigt und daB dasselbe mit wachsender Konzentration 
in wiasserigen Salzlésungen sinkt. Bei einer m/8 Na, 80O,-Lésung be- 
trigt das §-Potential nach Loeb 1,5 Millivolt. In unserem Beispie! 
haben wir in der Membranpore in der Richtung auf das Wasser zu 


1 Vgl. L. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 8S. 197ff. Berlin, 
Springer, 1922. 
2 Zit. nach R. Héber, Physik. Chem. 1926, 8. 160. 
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mit sinkender Salzkonzentration zu rechnen, die elektroosmotische 
Fliissigkeitsiiberfiihrung muf also in der angegebenen Richtung 
stattfinden. Selbstverstandlich kann man die rein osmotische Kom- 
ponente der verwendeten Salzlésung durch Zugabe einer isotonischen 
Menge z. B. von Zucker ins Wasser als AuBenfliissigkeit kompen- 
sieren. Ganz identisch sind die Verhaltnisse, welche in der Abb. 3 
dargestellt sind. 
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Hier haben wir einen Fall der negativen Osmose. In der Membran- 
pore ist wieder ein Diffusionsgefille von KOH. Stirkere Laugen- 
konzentrationen laden Kollodiummembranen starker negativ auf. 

£ verlauft also von Lauge in der Richtung zu Wasser!.. In dieser 
\tichtung findet auch der elektroosmotische Fliissigkeitsstrom statt 
Nehmen wir nun eine Systemkombination wie in Abb. 4. Hier ist die 
Richtung der aus der AuBenfliissigkeit und der Innenlésung abgeleiteten 
Potentialdifferenzen dieselbe wie in Abb. 3, jedoch findet der Flissig- 
keitstransport in der entgegengesetzten Richtung statt. 


Die entladende Wirkung der verwendeten Salzkonzentrationen ist 
hier zu groB, so daB das £-Potential dem Wasser zu gréBer ist. 4£ 
verlauft hier in der entgegengesetzten Richtung als in Abb. 3, deswegen 
ist auch die Richtung des Fliissigkeitsstromes entgegengesetzt. 


Nun ist die in Abb. 5 dargestellte Kombination besonders inter- 
essant. 


1 Selbstverstandlich ist die Geschwindigkeit der Fliissigkeitsiiber- 
fiihrung von Hiilse zu Hiilse verschieden. Ich habe die Beobachtung 
gemacht, daB diinne Kollodiumhiilsen meistens keine negative Osmose 
zeigen. Offenbar tritt hier negative Osmose — ceteris paribus — bei einer 
bestimmten Ldnge der Pore auf, wodurch die Bildung von einem, dem 
Betrage nach, gréBeren AS erméglicht wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 159. on 
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Hier ist auf der Laugenseite wieder das §-Potential gréBer als avf 
der gegeniiberliegenden Seite der wasserigen Salzlésung. A § hat wieder 
dieselbe Richtung wie in der Abb. 3, es muf also wieder zu_ eine: 
negativen Osmose kommen. Aus Abb. 6 ist ersichtlich, daB mit 

sinkender Konzentration der waisse- 
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Nun aber wird gezeigt, daB die Geschwindigkeit des elektio- 
osmotischen Fliissigkeitstransports auch mit 4€ symbat ist. Dies 
illustriert die in der Abb.7 dargestellte Kombination. In diesem 
Versuche befindet sich auf der einen Seite der Membran n/20 HC! 
auf der anderen n/20 KOH. Nun werden zu beiden Seiten gleich 
Salzkonzentrationen zugegeben. Man sieht, daB die Geschwindigkeit 
der Fliissigkeitsiiberfiihrung mit sinkender Salzkonzentration zunimmt 
Offenbar auch deswegen, weil Af im System n/20 HCl—Kollodium- 
membran—n/20 KOH seinen gréBten Wert hat. Dieses letzte System 
ist noch auBerdem interessant, da es als eine Analogie fiir die Resorptions- 
arbeit gelten kann. 


Denn bekanntlich kann man im Stoffwechselgetriebe bei den Organismen 
zwei Organsysteme bzw. Vorrichtungen unterscheiden, die einerseits «i 
Aufnahme der verarbeiteten Nahrungsstoffe vermitteln, andererseits 
wieder der Beseitigung der Dissimilationsprodukte dienen. Und _ trotz 
aller Verschiedenheiten, welche zwischen diesen Organen, sei es in morpho 
logischer Hinsicht, sei es in der Art und Richtung der physiologiscliwn 
Funktion, herrschen kénnen, haben dieselben eine wichtige physikalis«! 
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hemische Charakteristik gemeinsam: sie sind imstande, Konzentrations- 
arbeit zu leisten. Nur beispielshalber sei hier der bekannte Reidsche Versuch 
rwahnt, wo durch eine als Trennungsmembran zwischen zwei ,,physiologi- 
schen** NaCl-Lésungen gespannte Froschhaut dennoch eine gerichtete 
Fliissigkeitsiiberfiihrung stattfindet, und zwar von AuBen- zur Innenseite 
ler Froschhaut. Es hat natiirlich nicht an Untersuchungen gefehlt, nach 
den hierzu notwendigen Betriebskraften zu forschen. Ich verweise dies- 
beziiglich auf die ganz vorziigliche Zusammenstellung bei Héber'. Nun 
aber sehen wir, daB auch in unseren, in den Abb. 1 und 7 dargestellten 
Systemen ebenfalls bei der beiderseitigen Isotonie Konzentrationsarbeit 
veleistet wird. Da aber von den beiden Seiten der Froschhaut ebenfalls 
Potentiale ableitbar sind, wire es denkbar, da® hier analoge Erscheinungen, 
wie bei unserem Modellversuch, vorliegen. Wie sich dies aber bei der Leistung 
von Konzentrationsarbeit im Falle der Resorption tatsichlich verhalt, 
werde ich in einer besonderen Arbeit berichten. 


Wenn meine Uberlegungen richtig sind, so wird sich folgendes 
ergeben. Fiillt man die Kollodiumhiilse z. B. mit n/20 HCl + m/z 
Na,SO, und verwendet man als AuBenfliissigkeit eine Lésung von 
m/z Na,SO,, so muB sich eine starkere Salzkonzentration ergeben, 
wo die Verminderung von elektrokinetischem Potential auf der Saure- 
seite ziemlich gleich sein wird jener Erniedrigung, die durch die Salz- 
lisung als AuBenfliissigkeit verursacht wird. In diesem Falle werden 
f, und §, sehr klein und 4§ praktisch gleich Null sein. Verkleinern 
wir nun die Konzentrationen des Salzes auf beiden Seiten, so wird 
mit wachsendem x die Entladung auf der Seite der AuBenfliissigkeit 
immer kleiner werden als die Entladung auf der Saureseite. Es muB8 
also mit wachsendem x in unserem 











System Af immer gréBer werden. “a | 
Nun aber kommt bei unserer Kom- © | 
3 i " . : . = 200} 
bination immer die rein osmotische 
Komponente von n/20 HCl in Be- 8 
. ° ‘ . & 
tracht. Sie ist aber praktisch & 
. + . . ° S 
gleich Null, denn in der Kombi- 
: EP ge & 700 
nation: n/20 HCl+ m/4 Na,S0O, s 
oe ‘ : Pt S 
Kollodiummembran—m/4 Na,SO S 
25\% & 
findet man keinen Anstieg wiihrend 
der Versuchsdauer. Wir finden P 
also in dieser letzten Kombination 
trotz des bestehenden Membran- Abb. 8. 


potentials keine Fliissigkeitsiiber- 

fiihrung, weil die £-Potentiale praktisch fehlen. Aus der Abb. 8 ist 
ersichtlich, daB mit wachsendem A£ auch die in 10 Minuten erreichte 
Steighéhe gréBer wird. 


1 R. Hober, |. c., 8. 787ff. 
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Abb. 9 stellt die bei diesem Versuch abgeleiteten Potentia| 
differenzen graphisch dar. 

Wir sehen, daB bet gleicher Richtung des Membranpotentials der 
Fliissigkeitstransport je nach den Bedingungen in wechselnder Richtung 
stattfindet. Die einzige GréBe, deren quantitativer Unterschied immer der 
Strémungsrichtung des Wassers symbat geht, ist der Unterschied der 
£-Potentiale in der Pore (A), mit anderen Worten, in allen angestellten 
Versuchen flieBt die Fliissigkeit in der Pore von dem Orte des hiheren 
zu dem Orte des niedrigeren £- Potentials. 


Millivolt 








| 


(77 
Lage 32 
Abb. 9. 


Zum SchluB erwaihne ich noch eine Kombination, die ebenfalls 
ein physiologisches Interesse beanspruchen kann. Ich habe gezeigt 
daB H-lonen mit sinkendem px der Lésung die Flissigkeitsiiberfithrung 
im Steigrohr hemmen, wenn py der AuBenfliissigkeit auf der sauren 
Seite liegt. Hat die AuBenfliissigkeit aber eine alkalische Reaktion 
so uvichst die Geschwindigkeit des Fliissigkeitstransports. Die Ver- 
haltnisse sind in der Abb. 8 dargestellt. Die Pfeilrichtung bedeutet 
die Richtung und die Gréfe des Fliissigkeitstransports. Von unserem 
Standpunkt aus ist die Richtung dieses Fliissigkeitsstromes ohne weiteres 
klar. Physiologisch betrachtet, findet man analoge Verhiltnisse bet akuten 
warmen Abszessen'. Im Zentralherd der Entziindung haben wir es nicht 
nur mit einer Erhéhung der molekularen Salzkonzentration, sondern 
auch mit einer Hyperionie der H-lonen zu tun. Diese dekompensiert: 
Azidose wiirde also auf Grund der in der Abb. 10 in 6 dargestellten 
Verhaltnisse trotz der Erhéhung der molekularen Salzkonzentration 
in Wirklichkeit eine Hypotonie schaffen, wenn der Bereich des 
latenten Odems ein px z.B. von destilliertem Wasser hitte. Wu 


1 Vgl. dariiber H. Schade, Die physikalische Chemie in der inneren 
Medizin, 8. 96 bis 104. Dresden-Leipzig 1923. 





ae 


Re 


Pr 
Al 
da 
zu 
un 
zu 











Bedeutung der ¢-Potentiale usw. 301 


haben Grund genug anzunehmen, da8 auch hier Bedingungen fiir eine 
clektroosmotische Flissigkeitsbewegung gegeben sind. Eine Erhéhung 
des Flissigkeitsstromes wiirde in diesem Falle durch die alkalische 
Reaktion des umgebenden Gewebes beschleunigt werden. 
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Abb. 10. 


Zum SchluB betrachte ich es als eine angenehme Pflicht, Herrn 
Prof. P. Rona fiir die tiberaus liebenswiirdige Aufnahme in seiner 
Abteilung und das rege Interesse, welches er meinen Untersuchungen 


dargebracht hat, auch an dieser Stelle meinen innigsten Dank aus- 
zusprechen. Dank schulde ich auch Herrn Prof. M. Miculicich (Zagreb) 
und Herrn Prof. Boris Zarnik (Zagreb) dafiir, daB sie mir neuerdings 
zu einem Rockefellerstipendium verholfen haben. 


Zur Analyse der Insulinwirkung. 


I. Mitteilung: 
Die Hemmung der Phosphatausscheidung durch Insulin. 


Von 


HL. K. Barrenscheen und Robert Berger. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 1. August 1927.) 


Zu den sinnfalligsten Wirkungen des Insulins gehért neben der 
Senkung des Blutzuckers auch der EinfluB auf den Phosphatstoff- 
wechsel, der in gleicher Weise nach parenteraler Injektion von Insulin 
zu beobachten ist, wie bei physiologischer Aktivierung des Inselorgans 
durch Kohlehydratzufuhr. Das Absinken des anorganischen Phosphors 
im Blute wird im allgemeinen als ein Ausdruck dafiir angesehen, da 
das Phosphat in den intermediaren Kohlehydratstoffwechsel ein- 
bezogen wird und so aus der Blutbahn verschwindet. Wir sind wis 
dabei wohl bewuBt, daB die experimentelle Grundlage fiir eine solche 
Anschauung eigentlich fehlt. Sind wir doch iiber das Schicksal des 
Kohlehydrats, das unter Insulinwirkung scheinbar verschwindet 
ganz im unklaren und kénnen iiber die hypothetische Kohlehydrat 
phosphorsaureverbindung nur MutmaBungen auBern, die ihre Be- 
griindung vorlaufig noch in Analogien zu anderen intermediaren Stoff- 
wechselvorgingen haben, wie z.B. dem _ Betriebsstoffwechsel der 
Muskulatur, fiir den die innigen Beziehungen zwischen Kohlehydrat 
und Phosphat einwandfrei erwiesen sind. Scheinbar leichter zu er- 
klaren ist das Absinken der Phosphatausscheidung durch den Harn 
Durch die Annahme, da8B auch das Phosphat fiir seine Ausscheidung 
durch den Harn eine Schwelle besitzt, die nach den Untersuchungen 
von Adolf! mit 2,9 mg-°%, anzunehmen ist, wire es ohne weiteres ver- 
standlich, daB beim Absinken des Phosphorgehalts im Blute paralle! 
damit die Ausscheidung im Harn sinkt und eventuell sogar bei Unte: 
schreitung der Schwelle auf Null herabgeht. Ganz so einfach ist jedoc! 


' Amer. Journ. of Physiol. 74, 93, 1925. 
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die Sachlage nicht. Aus experimentellen Daten J4Bt sich namlich 
zeigen, daB hier die Verhaltnisse komplizierter liegen miissen, als es 
von vornherein den Anschein hat. 

Wir wollen zu diesem Zwecke aus eigenen, bereits friiher veréffent- 
lichten Arbeiten je ein Beispiel von Blut- und Harnphosphatwerten nach 
peroraler und intravenéser Glucosezufuhr, sowie nach Injektion von Insulin 
beim niichternen Normalen néher analysieren. So finden wir in einem 
Fallet nach 60g Glucose per os folgende Verhialtnisse (die fiir den an- 
organischen Phosphor im Blute angegebenen Zahlen sind als Mittelwerte 
der einzelnen Bestimmungen berechnet). 





Anorganischer P P im Harn Blutausgangswert Harnausgangswert 
im Blute mg-°/> mg = 100 = 100 
Nichtern ... 3.95 34,3 100 100 
|b ee 3.57 99 90,4 28.9 
ag a 2.85 5,6 72,2 16,3 
ae ae 3,70 1,4 93,7 4,08 
©. 1) ot a0 6 3,58 3.8 90,6 11,1 


Noch deutlicher werden die Differenzen, wenn wir die Ausgangswerte 
fiir den Blut- und Harnphosphor gleich 100 setzen und das Absinken in 
Prozenten des Ausgangswertes berechnen, wie es die dritte und vierte Zahlen- 
reihe zeigen. 

Die nachstehenden Zahlen, die einem Fall? von intravendéser Injektion 
von 30g Glucose entnommen sind, zeigen analoge Verhialtnisse. 





Anorganischer P P im Harn Blutausgangswert Harnausgangswert 
im Blute mg-®/» mg 100 100 
Niichtern ... 2.67 14,75 100 100 
>. Se 2.06 9,95 77,2 67,5 
2 2.46 4,08 92.2 27,7 


SchlieBlich sei noch ein Beispiel® der Insulinwirkung beim niichternen 
Normalen angefiihrt. 





Anorganischer P P im Harn Blutausgangswert Harnausgangswert 

im Blute mg-°/» mg = 100 == 100 
Niichtern ... 3,59 15,1 100 100 
RS a4 «4.7 3,35 9,0 93,3 59,6 
See 3.41 5.0 95 33 
re a eae 3,41 6,0 95 39,8 


Wir kénnten dieses Material aus unseren Untersuchungen beliebig 
vermehren, wollen uns jedoch mit dieser Zusammenstellung begniigen. 
Eines geht daraus einwandfrei hervor, da8 mit der Annahme einer Nieren- 


1 Diese Zeitschr. 177, 52 und 57, 1926, Tabelle I und II, Fall 11. 
2 Ebendaselbst 177, 62, 1926, Tabelle IV, Versuch 31. 
3 Ebendaselbst 177, 84, 1926, Tabelle II, Versuch 48. 
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schwelle die Hemmung der Sekretion des Phosphats sich schwer erklaren 
l4Bt. Wie saimtliche Beispiele zeigen, sinkt namlich die Phosphor- 
ausscheidung im Harn noch immer betrachtlich ab, wahrend der Durch. 
schnittswert fiir den Phosphor im Blute sein Minimum schon langst iiber- 
schritten hat und dem Ausgangswert wieder zustrebt. Die Zahlen von den 
Fallen mit peroraler und intravenéser Glucosezufuhr zeigen dies besonders 
deutlich. Die Inkongruenz zwischen dem Absinken des Blutphosphors und 
dem Absinken der Phosphatausscheidung im Harn geht besonders deutlic! 
aus dem Beispiel nach Insulininjektion hervor. Will man hier die herrschence 
Lehre von der Nierenschwelle zur Erklarung heranziehen, so miiBte man 
zu der Annahme greifen, daB sich unter der Einwirkung von Insulin ent 
weder die Schwelle fiir die Phosphatausscheidung dauernd verschiebt ode: 
die fiir den Sekretionsmechanismus charakteristische Konstante, eventue!!| 
beide GréBen gleichzeitig, sich von Stunde zu Stunde andern. Die Ver- 
legenheit, welche gerade die Ausscheidung des Phosphats unter Insulin- 
und Kohlehydratzufuhr der Theorie der Harnsekretion bereitet, betont 
auch Cushny! in der neuesten Auflage seiner Monographie. 

Gegeniiber diesen Schwierigkeiten, welche der herrschenden Ansicht 
bei der Erklairung dieser Hemmung der Phosphatausscheidung erwachsen, 
bietet die in neuerer Zeit von Robison*® und seinen Mitarbeitern begriindete 
Theorie erhebliche Vorteile. Nach Robison stammt das im Harn er- 
scheinende Phosphat zum allergréBten Teile aus organischer Bindung, 
aus der es durch die aktive Titigkeit der Niere abgespalten wird. Auf 
die physiologische Bedeutung dieser Anschauung ist vor kurzem von Jost* 
in einer Arbeit aus dem Embdenschen Institut iiber die Rolle der von 
Greenwald* erstmals beschriebenen Diphosphoglycerinséure der roten 
Blutkérperchen hingewiesen worden. Stellen wir uns auf den Boden der 
Robisonschen Anschauungen, so lieBe sich die Wirkung des Insulins in 
zweifacher Weise erkliren: Einmal kénnte durch Insulin die phosphat 


abspaltends Wirkung der Niere — die Phosphatase —- gehemmt werden 
Es kénnten aber auch die entstehenden Phosphorsiéiureester — sei es aus 
struktur-chemischen oder physikalisch-chemischen Ursachen — fiir die 


Niere selbst weniger angreifbar werden. Speziell durch die Untersuchungen 
Léwis® und seiner Mitarbeiter, welche das Permeabilitétsprinzip in den 
Vordergrund der Insulinwirkung gestellt haben, gewinnt auch diese Méglich- 
keit an Wahrscheinlichkeit. 

Wir haben zunachst die Frage experimentell gepriift, ob unter 
Insulinwirkung die phosphatabspaltende Funktion der Niere gehemmt ist 

Als Versuchstiere dienten weiBe Mause, die mit 0,3 bis 0,5 Ein- 
heiten Insulin Lilly subkutan injiziert und nach Eintritt der ersten 
Anzeichen von Insulinvergiftung verarbeitet wurden. Von Versuchen 
mit Zusatz von Insulin in vitro haben wir auf Grund von Erfahrungen 
in zahlreichen anderen Versuchen, iiber die demnachst berichtet werden 


1 Cushny, Die Absonderung des Harns, 8. 129, Jena, W. Fischer, 1926 

2 Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 1923; ferner Eichholtz, Brull uni 
Robison, Proc. of the Roy. soc. of London, B., 99, 91, 1925. 

3 Jost, H.-S. 165, 171 bis 214, 1927. 

* Greenwald, Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1925. 

5 Pfliigers Arch. 210, 238, 1925 u. ff. 
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soll, Abstand genommen. Als organische Phosphorverbindungen 
wahlten wir hexosediphosphorsaures Natrium, das nach Vorschrift 
von Neuberg und Sabetay' durch Umsetzung des kauflichen Candiolin 
Bayer“ mit Natriumoxalat hergestellt wurde. Wir sind uns dabei 
wohl bewuBt, daB in der verwendeten Hexosediphosphorsaure kein 
eigentlich physiologisches Substrat vorliegt. Die leichte Zuganglichkeit 
des Ausgangsmaterials und die bequeme Umsetzung legten jedoch ihre 
Verwendung nahe. 


In allen Versuchen wurde gleichzeitig auch die Abspaltung von 
Phosphat gepriift, welche die Organe normaler, gleichgehaltener Tiere 
fiir sich und aus zugesetztem Hexosediphosphat bewiikten. Die Technik 
war im einzelnen folgende: Die Mause wuwden durch Dekapitation 
mit der Schere getétet. Nach méglichst vollkommener Entblutung 
wurden die Nieren, die in allen Untersuchungen blaB und praktisch 
blutleer waren, in einem kleinen Achatmérserchen zerschnitten und 
zu einem homogenen Brei verrieben. Von diesem wurden nach Tunlich- 
keit gleich groBe Mengen auf der Torsionswage genau eingewogen und 
in den Kontrollversuchen in Reagenzréhrchen eingebracht, welche 
5cem einer auf py 6,8 gepufferten Ringer- bzw. physiologischen Koch- 
salzlésung enthielten. In den Versuchen mit Hexosediphosphat wurden 
4cem der gepufferten Salzlésung mit 1 cem einer annahernd | °,igen 
Lésung von hexosediphosphorsaurem Natrium versetzt. Die Ansatze 
wurden in breiten Reagenzglasern, wie sie zur Reduktionsbestimmung 
nach Hagedorn-Jensen zur Verwendung kommen, gemacht; um eine 
stindige Durchmischung des Inhalts zu erreichen, wurde wahrend 
der ganzen Versuchsdauer Luft durchgesaugt, welche erst durch Durch- 
leiten durch Wasser von 37° mit Wasserdampf gesiittigt wurde, um 
einen Verlust durch Verdunstung zu vermeiden. Die Durchliiftungs- 
1éhichen waren an ihrem blinden Ende im rechten Winkel zur Achse 
des Réhrchens zu einer Spirale gebogen, die mit einer Reihe von kleinen 
Offnmungen versehen war, so daB die allseits vom Boden des GefiBes 
aufsteigenden feinen Luftblischen eine standige, gleichmaBige Durch- 
mischung der Organsuspension bewirkten. Die Versuche dauerten 
eine Stunde bei 37°. Nach dieser Zeit wwde von dem Organbrei durch 
eine mehrfache Lage Gaze filtriert; vom Filtrat wurden 4ccm mit 
leem 20°, iger Trichloressigsiure enteiweiBt, das eiweiBfreie Filtrat 
weiter nach Tisdall durch Fillung mit Strychninmolybdansaure- 
reagens auf Phosphor verarbeitet. Zur Beriicksichtigung der minimalen, 
aus dem Hexosediphosphat abgespaltenen Mengen von anorganischem 
Phosphor wurde bei jedem Ansatz ein Blindversuch unter den gleichen 
Mengenverhiltnissen und Bedingungen angesetzt, der unter Zusatz 


1 Neuberg und Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
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der gleichen Trichloressigsturemengen verarbeitet wurde. Die 
mittelten Phosphormengen, die sich konstant um den Betrag von 
0,05 mg P fiir das zum Versuch verwendete Hexosediphosphat be. 
wegten, wurden vom Resultat in Abzug gebracht. Zu jedem Versuc) 
wurde die Lésung von Hexosediphosphat frisch hergestellt, da wir 
aus anderweitigen Untersuchungen die Erfahrung gemacht haben 
daB die Lésungen auch bei Aufbewahrung unter Toluol im Eisschrank 
sehr schnell der Zersetzung anheimfallen und ihr Gehalt an anorgani. 
schem Phosphat von Tag zu Tag zunimmt. 


Neben den Werten fiir die verwendeten Organmengen wurde des 
besseren Vergleichs wegen auf 100 g Organ umgerechnet. Die Zahlen 
fiir die aus Hexosediphosphat abgespaltene Phosphormenge sind durch 
Abzug der im Leerversuch ermittelten Phosphatmengen von der 
Gesamtphosphorsiuremenge im Hauptversuch gewonnen. 





"abelle I. 
4 Versuche mit Zusatz von 
g Kontrollversuche Hexosediphosphat 
ee ———_—__— 
S1Si en | * | “Ei as § $2. 
La - SS ss ~ bd 
3 - = z Fy 2 7 && - 23 a Anmerkung 
ei2) 22 2 35 38 & §-~ gezgs 
° a a3 vy 2 as $ 3s 338% 
> isi sr £ |g) 5B) S$ | Se | Foee 
~ |} =O Ss 25  >09 7 & 33% 
4 — - - <= 
& mg mg mg mg mg mg mg 
a) Versuche an Normaltieren. 
1 22 80 0,090 |112 81 0.420 518 | 406 
2 21 81 0,162 200 91 0547 601 401 
3 21 75 | 0,153 204 77 0466; 605 401 
4 25 71 | 0,141 199 1038 0611 594 395 
Mittelwert: 178,75 400,75 
b) Versuche an insulinvergifteten Tieren. 
a 2: Q: 0.112 12 0 0420: 392 27 0,4 E. Insulin, nach 
be . 6 cdl bo 9 A a 2 Std. Krampfe, ge- 
totet 
2a 25 106 0,200 189 106 0477 450 261 0,5 E. Insulin, nact 
9 Min. Krampfe, 
getotet 
3a | 22 101 0.155 153 107 0480 449 | 296 0,5 E. Insulin. nach 
90 Min. im Krampt 
getotet 
8b. 21 106 0.130 122 100 =0,285 285 163 0,4 E. Insulin, nach 2 


Std.m Vergiftungs 
erscheinungen e- 
tétet 

4a 21 116 0,150 129 117 0,356 304 175 0,4 E. Insulin, nacl 
2 Std. m. schwerer 
Erscheinungen ge 
totet 


0,155 145 80 0,354 | 442 | 297 0,3 E. Insulin, nac 


t 7 O07 
4b li 1 ¢ 2 Std. 20 Min. unt 


Mittelwert: 143 243.8 Krampfen getéte! 
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Wie aus Tabelle | hervorgeht, sind die von der normalen Niere 
aus Hexosephosphat abgespaltenen Phosphormengen  auffallend 
konstant und bewegen sich um rund 400 mg Phosphor fiir 100 g Organ. 
Weniger konstant sind die P-Mengen, die im Leerversuch abgespalten 
werden. Hier finden wir erhebliche Differenzen, die méglicherweise 
mit dem funktionellen Zustand der Niere zu erklaren sind. Aus diesem 
Grunde sehen wir auch von einer Verwertung dieser Zahlen im Vergleich 
gu den bei insulinbehandelten Tieren ab. Der Mittelwert der in den 
Normalversuchen ermittelten P-Abspaltung durch die Niere allein 
liegt zwar héber als in den Insulinversuchen, doch méchten wir daraus 
vorlaufig keine weiteren Schliisse ziehen. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei den mit Insulin behandelten 
Tieren. Hier zeigt sich durchgehend eine betrichtliche Herabsetzung 
der Phosphorabspaltung aus Hexosephosphat. Die Werte liegen 
zwischen 163 und 297 mg fiir 100 g Organ, im Mittel 244 mg. Es kommt 
dies einer Herabsetzung auf rund 41 bzw. 74°, im Mittel auf rund 
62°, gegen den Normalwert gleich. 

Im Rahmen der von Robison aufgestellten Theorie der Phosphat- 
ausscheidung durch die Niere wiirde dieses Resultat besagen, daB 
durch Insulin die phosphatabspaltende Funktion der Niere — die 
Nierenphosphatase — betrachtlich gehemmt wird. Dadurch wird 
das weitere Absinken der Phosphatausscheidung durch den Harn, 
bei gleichzeitiger Steigerung des anorganischen Phosphats im Blute, 
zwanglos erklirt. Wir méchten durchaus nicht behaupten, daB in 
dieser Erscheinung die einzige Ursache fiir die Abnahme des Harn- 
phosphats unter Insulinwirkung zu erblicken ist. Bei der Kompliziert- 
heit, welche die Insulinwirkung auch in anderer Hinsicht aufweist, 
sind gewiB noch andere Momente, wie sie eingangs kurz gestreift wurden, 
in den Bereich der Méglichkeit zu ziehen. Immerhin glauben wir aber, 
daB unsere Ergebnisse einen Teil der Erscheinungen zu_ erklaren 
vermogen. 

Zusammenfassung. 


Die Nieren insulinvergifteter Mause zeigen im Vergleich zu den 
Organen normaler Tiere eine betrichtliche Herabsetzung des Ver- 
mégens, Phosphorsiure aus hexosediphosphorsaurem Natrium ab- 
zuspalten. 

Diese Hemmung der Nierenphosphatase kann vielleicht zur Er- 
klarung des Absinkens der Phosphatausscheidung durch den Harn 
unter endogener und exogener Insulinwirkung herangezogen werden. 





Eine kolorimetrische Mikrobestimmung des Natriums. 


Von 
H. K. Barrenseheen und Luise Messiner. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 1. August 1927.) 


Die heute tiblichen Mikromethoden zur Bestimmung des Natriums 
lassen sich auf zwei Fallungsreaktionen zuriickfiihren : 

Die eine Gruppe von Methoden benutzt die auch in der quantitativen 
Makroanalyse am meisten angewendete Fallung des Natriums als schwer 
lésliches Pyroantimoniat. In die Biochemie ist die Pyroantimoniatmethoc 
systematisch zuerst von Kramer und Tisdall' als gravimetrische Bestimmung 
eingefiihrt worden. Ihre Ausarbeitung ftir die Mikroanalyse des Blutes 
und anderer Korperfliissigkeiten hat die Arbeit von Miiller* gebracht, 
welche die Wagung des Pyroantimoniats durch eine titrimetrische — jodo 
metrische Bestimmung ersetzte. Die Methodik von Bdlint* unter 
scheidet sich nur durch die Konzentration des Waschalkohols von der 
Miillerschen, auch die von Kramer und Gittlemann* angegebene Modifikat ion 
der urspriinglich Aramer-Tisdalischen Methode geht auf dasselbe Prinzi; 
gzuriick. Der Falhing als Pyroantimoniat bedient sich auch Lebermann® 
welcher den Natriumgehalt durch den Vergleich mit der in Standard 
rohrehen von abgestuftem Kochsalzgehalt entstehenden Triibung bestimmt 

Neben der Pyroantimoniatmethode ist auch die Fallung des Natriums 
als Natrium-Caésium-Wismutnitrit durch das Ballsche Reagens zur quan- 
titativen Bestimmung herangezogen worden. Fiir Serum wurde die Method 
erstmals von Doisy und Bell* verwendet. In einer sorgfaltigen Untersuchung 
hat dann T'schopp’ das Verfahren zu einer Mikromethode umgestaltet, dir 
eine kolorimetrische, titrimetrische oder elektrolytische Bestimmung 
gestattet. 

Alle angefiithrten Verfahren liefern klinisch mehr oder weniger brau 
bare Resultate, sie leiden jedoch an einer gewissen Umstandlichk: 
Speziell die Falhung als Natrium-Casium-Wismutnitrit mit dem Ballsche: 
Reagens macht wegen der unbedingt notwendigen Einhaltung niedrige: 
Temperaturen bei der Verarbeitung und wegen der duSerst leichten Z 


~ 


Journ. of biol. Chem. 46, 467 bis 473, 1921. 
Helvet. chim. acta 6, 1152, 1923. 

Diese Zeitschr. 150, 424, 1924. 

Journ. of biol. Chem. 62, 353, 1924. 

Klin. Wochenschr. 1924, Jg. 3, S. 2196. 
Journ. of biol. Chem. 45, 313, 1921. 

Helvet. chim. acta 8, 893, 1925. 
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zlichkeit des Reagens einige Schwierigkeiten. Als daher vor kurzem 
) Kolthoff* auf die grobe Empfindlichkeit der seinerzeit von Streng* 
angegebenen Fallung des Natriums als komplexes Uranyl-Magnesium- 
Natriumacetat, 3U O0,(CH,COO),Mg(CH,COO),NaCH,COO.9 H,O, bzw. 
als Uranyl-Zink-Natriumacetat, (UO,),ZnNa(CH,COO),.9H,O,  hin- 
gewiesen wurde, haben wir den Versuch unternommen, diese Reaktion zu 
einer kolorimetrischen Mikromethode fiir biologische Zwecke auszugestalten. 


Fiir quantitative Zwecke wurde die Strengsche Fiallung bereits von 
Blanchetiére® za einer gravimetrischen Bestimmung verwertet. Die Mengen 
Blut, die er fir seine Zwecke verarbeitet (10 cem), sind jedoch viel zu hoch, 
als daB die Methode fiir klinische Zwecke in Frage kommen kénnte, ab- 
gesehen davon, da8 gravimetrische Bestimmungen fiir Serienuntersuchungen, 
wie sie die biologische und klinische Fragestellung verlangt, viel zu zeit- 
raubend sind. Die Brauchbarkeit der Blanchetiéreschen Methode wurde 
von Barthe und Dufilho* bestatigt, wahrend Crepaz* ihre Anwendung 
wegen zu groBer Ungenauigkeit ablehnt*. 


Fiir die kolorimetrische Auswertung verwendeten wir die Um- 
setzung., die Uranylsalze mit Ferrocyankalium geben, entsprechend 
der Gleichung K,(FeCN), — U0O,(CH,COO), UO, K,(FeC N), 

2CH,COOK. Die bei dieser Reaktion entstehende braunrote 
Firbung ist bei Einhaltung entsprechender Verdiinnungen AuBerst 
stabil und zeigt auch nach stundenlangem Stehen keinerlei Triibung 
oder Ausflockung. Bei einiger Ubung laBt sie sich gut kolorimetrieren, 
doch ist die Anwendung eines Kolorimeters von einwandfreier Optik, 
z.B. das neue Leitz-Kolorimeter, Voraussetzung fiir erfolgreiches 
Arbeiien. , 

Zur Bestimmung sind folgende Reagenzien notwendig: 

1. Fallungsreagens. Das Reagens wird nach Kolthof/f folgender- 
maBen hergestellt : 

Lésung a: 10g Uranylacetat, 

6g 30°. ige Essigsiure werden in Wasser zu 
50g unter leichtem Erwarmen gelést. 

Lésung b: 30g Zinkacetat, 

3g 30°. ige Essigsiure werden auf 
50g in Wasser unter Erwirmen gelést. 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 70, 397, 1927. 

2? Ebendaselbst 25, 237, 1886. 

% Bull. de la soc. chim. de France (4) 33, 807, 1923. 

* C.r. de la soc. de l’acad. de scienc. 182, 1470 bis 1473, 1926, 

® Annali chim. appl. 16, 219, 1926. 

* In neuester Zeit ist von André Nau (Ref. Chem. Centralbl. 1927, IT, 
5S. 467) die Blanchetiéresche gravimetrische Bestimmung zu einer volu 
metrischen urngestaltet worden. Das gefallte Urany! wird durch Reduktion 
mit Zn und H,S0O, in Uranosalz tibergefiihrt und dieses mit K MnO, zuriick- 
titriert. Dadurch werden wesentlich geringere Na-Mengen bestimmbar 
als bei der gravimetrischen Methodik. 
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Die Lésungen werden warm gemischt, die Mischung bleibt am 
besten tiber Nacht stehen, vom eventuell gebildeten Natriumnieder. 
schlag wird filtriert. Bei Aufbewahrung in natronfreien Glasern ist 
das Reagens ohne weitere VorsichtsmaBregeln haltbar. 

2. 96°. iger Alkohol. 

3. 50% iger Alkohol (als Waschfliissigkeit). 

4. Verdiinnte (10°, ige) Essigsiure. 

5. 20°, ige Lésung von Ferrocyankalium. 

6. Gesattigte alkoholische Zinkacetatlésung (zur EnteiweiBung 
und Entfernung anorganischen Phosphats). 

7. Standardnatriumlésung. Die Lésung enthalt 254,17 mg reinstes 

Kochsalz im Liter. 1 cem entspricht 0,1 mg Na. Zur Vermeidung von 

Bakterien- und Pilzwachstum setzt man der Lésung vorteilhaft einig: 

Kubikzentimeter Chloroform zu. 

Nach Kolthoff ist die Empfindlichkeit der Reaktion am gréBten in 
alkoholischer Lésung, und zwar empfiehlt er eine ungefahr 33 °,ig: 
Konzentration von Alkohol. Nach zahlreichen Versuchen hat sich 
uns die Durchfiihrung der Fallung in einem ungefahr 50°, igen Alkoho! 
am besten bewahrt. Niedrigere Alkoholkonzentrationen fiihren wegen 
der Léslichkeit der komplexen Natriumverbindung zu Verlusten 
wesentlich héhere Konzentrationen bewirken ein Ausfallen von Zink- 
acetat, das bei der spateren Umsetzung mit Ferrocyanid stért. 

In einer Reihe von Vorversuchen wurde festgestellt, daB die ent 
stehenden Farbungen sich der Konzentration des Uranylsalzes pro 
portional verhalten und daB das Beersche Gesetz innerhalb betrach 
licher Konzentrationsinderungen seine Geltung hat (siehe auc! 
Tabelle 1). Wir haben dann die Brauchbarkeit der Methode an eine: 
Reihe von reinen Kochsalzlésungen, die durch genaue Einwage von 
reinstem NaC] auf der Mikrowage und Auflésen in 100 cem MeBkolben 
hergestellt wurden, kontrolliert. Die entsprechenden Daten sind aus 
Tabelle I ersichtlich. 

Im einzelnen gestaltet sich die Bestimmung an reinen Salzlésungen 
folgendermaBen : 

leem der zu untersuchenden Lésung wird mit geeichter Vo!!- 
pipette in graduierte Zentrifugenréhrchen! aus Jenaer Hartglas a} 
gemessen, mit 3ccm 96°,igem Alkohol und 2ccm Fiallungsreagens 
versetzt und griindlich gemischt. Von der Standardlésung werden 


1 Die Form der Zentrifugenglaischen wurde ahnlich der von de Wa 
fiir die Kalkbestimmung angegebenen gewahlt. Die Glaschen sind 
0,1 in hundertstel Kubikzentimeter graduiert, um eine Schatzung 
Niederschlagshéhe zu erméglichen. 





du 
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|cem = 0,1 mg Na in der gleichen Weise behandelt. Nach halb- 
stiindigem Stehen wird 5 Minuten zentrifugiert, die itiberstehende 
Fliissigkeit méglichst vollstandig abgegossen; eventuell am Rande des 
(laschens haftende Tropfen werden mit einem reinen Tuche abgewischt. 
Unter allseitiger Abspiilung der Wand des Zentrifugenglischens wird 
dreimal mit je 3 cem 50°,igem Alkohol durch 3 Minuten langes Zentri- 
fugieren nachgewaschen. Der letzte Spiilalkohol wird méglichst voll- 
stindig abgegossen, der kristallinische, hellgelb gefirbte Niederschlag 
durch Zusatz von 0,5 ccm verdiinnter Essigsiiure und einigen Kubik- 
zentimetern Wasser in Lisung gebracht, die Lésung quantitativ unter 
wiederholtem Nachspiilen in MeBkélbchen itibergefiihrt. Die Standard- 
lisung wird auf 50 ccm aufgefiillt. fiir die Wahl der Verdiinnung der 
zu untersuchenden Lésung ist der Vergleich zwischen der Hiéhe des 
Niederschlags im Standardiéhrchen und der zu untersuchenden Lésung 
maBgebend. Bei Niederschlagsmengen, welche tiber das doppelte 
Volumen des Standardniederschlags betragen, verdiinnt man zweck- 
maBig auf 100 ccm, bei Mengen unter der Halfte des Standardnieder- 
schlags auf 20 bzw. 25cem. Nach Auffillung bis zur Marke werden 
bei einem Volumen von 50ccem 0,5cem der 20°,igen Ferrocyanid- 
lésung zugesetzt, bei Wahl einer anderen Verdiinnung ist die Menge 
Ferocyanid entsprechend zu andern. Nach griindlichem Mischen 
laBt man 2 bis 3 Minuten stehen und kolorimetriert bei einer Standard- 
einstellung auf 15mm. Die Berechnung der Milligrammprozente ergibt 


Tabelle I. 


Bestimmungen an reinen Kochsalzlésungen. 





7 Zur 
a Bestimmung Na get. ~~ Differenz 
mg ccm mg mg absolut 

25,417 05 0.05 0.05 0 0 
1.5 0.1482 0,150 — 0,001 8 1.2 
2 0,199 0.200 0.001 O5 
2 0,2 0,200 0 0 

59.834 0.5 0.1007 0,100 t- 0,000 7 L 0.7 
0.75 0.1494 0,150 — 0.0006 —(.4 

20,976 1,0 0,0812 0,082 5 — 0,001 3 1,25 
2 0,163 0,165 0,002 — 1,21 
2 0.1667 0,165 + 0.0017 +. 1,03 

15.270 1.0 0.0595 0.060 08 0,000 58 — 0.96 
1 0.0597 0,060 08 — 0,000 38 0,63 
1 0.0607 0,060 08 + 0,000 62 1. 1.03 
2 0.120 0,120 2 — 0,000 2 aw OS 

16.662 1 0.0705 0.071 6 — 0,001 1 1.54 

11,822 1 0,0469 0,046 51 +- 0,000 39 + 0,84 
1 0,0471 0,046 51 + 0,000 6 + 1,27 

25,148 1 0,0989 0,098 9 0 0 

30,182 1 01176 01187 0,001 1 0,97 
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sich bei Auffiillung auf 50 ccm aus folgender Formel: mg-°, = 15/a . 10) 
wo a die abgelesene Héhe der unbekannten Lésung bedeutet. Dic 
Brauchbarkeit der Methode bei reinen Kochsalzlésungen ergibt sich 
aus der Tabelle I. 


Fiir die Anwendung auf biologisches Material scheint zunichst 
die Methode den Nachteil zu haben, daB auBer EiweiB auch das an- 
organische Phosphat vorher zu entfernen ist. Alle tibrigen sonst in 
biologischen Fliissigkeiten vorkommenden Kationen, besonders Kalium, 
Calcium, Magnesium, Ammonium stéren in den in Betracht kommenden 
Konzentrationen in keiner Weise. Die Entfernung des Phosphats 
gelingt nun einwandfrei und ohne Aufwand von Zeit und Miihe durch 
eine gesittigte alkoholische Zinkacetatlésung, welche gleichzeitig auch 
eine vollstandige EnteiweiBung bedingt 


Wir haben eine Reihe von Kontrollbestimmungen ausgefiihrt 
in denen primares und sekundiares Kaliumphosphat in Mengen, wie 
sie im Blut bzw. im Harn zu erwarten sind, zu reinen Kochsalzlésungen 
gugesetzt wurde. Nach der Behandlung mit Zinkacetat war qualitatiy 
mit dem éuS erst empfindlichen Strychninmolybdatreagens Phosphat 
niemals nachweisbar. Die mit den Filtraten ausgefiihrten kolori- 
metrischen Bestimmungen ergaben keinen Verlust an Natrium. Die 
gegen den theoretischen Wert erhaltenen Differenzen schwankten 
innerhalb der bei reinen Kochsalzlésungen erhaltenen und betrugen 
maximal +- 1,5%. 


Fiir die Bestimmung im Serum bzw. Harn gestaltet sich die Met hode 
folgendermaBen: 0,1 cem Serum wird mit geeichter Pipette in cin 
graduiertes Zentrifugenréhrchen, das mit 0,9ccm Wasser beschickt 
ist, ausgeblasen, die Pipette durch mehrmaliges Aufziehen und Wieder- 
ausblasen nachgespiilt. Nach Zusatz von 3 cem gesittigter alkoholischer 
Zinkacetatlésung wird griindlich gemischt und zur besseren Abscheidung 
des Zinkphosphats fiir 1 bis 2 Minuten in ein Becherglas mit heibem 
Wasser gestellt. Nach dem Abkiihlen wird ein eventuell durch Kon. 
traktion oder Verdampfen entstandener Verlust mit 96°,igem Alkoho! 
aufgefilllt und durch ein trockenes Filter filtriert. Vom Filtrat werden 
2cem = 0,05cem Serum mit 2cem Fiallungsreagens und so viel 
96 °,igem Alkohol versetzt, daB die schlieBliche Alkoholkonzentration 
50°, betraigt. Im iibrigen wird wie bei reinen Kochsalzlésungen ver- 
fahren. Bei dem hohen Natriumgehalt des Serums empfiehlt es sich 
die Untersuchungslésung auf 100 ccm aufzufiillen. Die Berechnung 
auf Milligrammprozente ist hier 15/a . 200, wenn auf 50 cem, 15/a . 410) 
wenn auf 100ccm aufgefiilllt wurde. Wir geben in nachstehender 
Tabelle Il einige an Serum gewonnene Resultate und gleichzeitig 


Beispiele von Wiederfinden zugesetzten Kochsalzes. Fiir Harn wird 
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jeem einer zehnfachen Verdiinnung mit 3 ccm Zinkacetat behandelt 


und von dem Filtrat 2 cem 
liefert die Methode einwandfreie Werte. 


0.05 cem Harn verarbeitet. 


Tabelle 


Auch hier 


Natriumbestimmung im Serum; verwendete Serummenge 0,1 cem. 





Natrium 
mg: 


1 324.4 

328 

3 287 

4 357,4 
456.6 
455.2 

5 352.8 


403.7 
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Zugesetztes Na 


mg 


Wiedergetund. Na 
mg:° 


99,2 
97,8 


50.9 


Differenz 








Biochemische Beobachtungen 
iiber das Wachstum der Typhusbazillen. 


Von 


Ant. Doskoéil. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie in Prag.) 


(Eingegangen am 5. August 1927.) 


Der Zweck dieser Arbeit ist, zu erforschen, inwieweit die Typhus. 
bazillen stickstoffhaltige Verbindungen zu spalten und synthetiseh 
zu bilden vermégen. Wie man aus weiterem ersieht, wurden vorlaufig 
nur die groben Umsetzungen untersucht, die Beobachtung der feineren 
Veriinderungen wird erst nach und nach vorgenommen, wie es dic 
Schwierigkeit des Problems mit sich bringt. 


Als einfachster Nahrboden, auf dem in jedem Falle eine iippig: 
Wucherung der Typhusbazillen zu erzielen war, erwies sich das milech- 
saure Ammonium. Der Nihrboden enthielt 2g Kochsalz, 2,5 g Dinatrium 
phosphat, 5g Milchsiure, 2,5 g Ammoniumcarbonat, 0,20 g Calcium 
chlorid und 0,20g Magnesiumsulfat in einem Liter destillierten 
Wassers. Es war notwendig, die sawre Reaktion der Lésung vor de: 
Infektion mit einer normalen Sodalésung abzustumpfen. Die Reaktion 
war dann ausgedriickt durch ein pg = 7,4. Ein Liter dieser Lésung 
wurde dann mit einer Platinése der Typhusbazillen infiziert. Die 
Mikroben vermehrten sich in dieser Lésung im Laufe von drei Tagen 
so weit, daB ein Tropfen derselben unzahlige Bazillen enthielt, wie dure) 
die Aussaat auf Platten festgestellt wurde. 


Die infizierte Lésung war auch bald im Vergleich mit der sterilen 
Kontrollprobe stark rauchartig getriibt. Wahrend der ganzen Beo) 
achtungszeit von anderthalb Monaten kam es zu keiner merklichen 
Abnahme der Zahl der Mikroben in der infizierten Lésung. Die Anderwig 
der Reaktion und die Abnahme der Milchsiuremenge in der infizierten 
Probe sind durch folgende Ziffern charakterisiert. 
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Tabelle J. 
— Reaktion Milchsauremenge 
Pa %, 
5. XII. 1926 7,2 0,52 
20. XII. 1926 —76 0,30 
29. XIT. 1926 - 8,0 0,20 
22. I. 1927 — 84 0,01 


Die auf dieselbe Art hergestellte sterile Kontrollésung zeigte weder 
eine Anderung der Reaktion noch eine Abnahme der Milchsiuremenge. 
Letztere wurde hier wie bei der infizierten Lésung mittels des be- 
kannten Aldehydverfahrens bestimmt. 

Das Ergebnis dieses Versuchs weist darauf hin, daB zur Entwicklung 
einer starken Kultur von Typhusbazillen das Ammoniak allein als 
Stickstoffquelle geniigt, wenn es an eine geeignete Saure, die als Kohle- 
hydratquelle dienen kann, gebunden ist. 

Auf einer Lésung, welche Alanin in einer Menge von 0,50 %, enthielt, 
gediehen die Typhusbazillen auch iippig. Bei dieser Probe wurde auBer 
der Reaktion auch die Menge des freigebundenen Ammoniaks nach 
Folin bestimmt. Die gefundenen Zahlen sind aus der Tabelle Il zu 


erlesen. 


Tabelle II. 





Sterile Kontrollésung Infizierte Lésung 
Datum Reaktion Ammoniak- Reaktion — 
Pu menge Pu g 
19. IX. 6,8 — 6.8 
6. X. 6,8 — 7,3 
15. X. 6,8 Spuren 8,2 0,065 


Die Ammoniakmenge ist auf 100 cem der urspriinglichen Lésung 
berechnet. 

Man sieht, daB in diesem Versuch eine starke Alkalisierung der 
infizierten Liésung erfolgte und auch eine Zunahme des freigebundenen 
Ammoniaks stattgefunden hat. Die Menge des freigemachten Ammoniaks 
war in Wirklichkeit sicher viel gréBer, da die ziemlich stark alkalische 
Reaktion der infizierten Lésung die Méglichkeit der Entweichung des 
Ammoniakgases begiinstigte. 

Asparaginsiure in einer Menge von 0.25%, und die Glutamin- 
siure in einer Menge von 0,50°, der Salzlésung zugesetzt, erwiesen 
sich auch als vortreffliche Nahrstoffe fiir den Typhusbazillus. Bei diesen 
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Verbindungen wurde auBer der Bestimmung der aktuellen Reaktion 
und des freigebundenen Ammoniaks auch die Titration nach Sérensen 
durchgefiihrt. Wir kamen dabei auf folgende Zahlen. 


Tabelle Ill. 


Die Kontrollproben. 





Ammoniak: Zahl der com 
Die Aminosaure Datum Reaktion | menge n/10 NaOH * 


25. IX. 5eem 0210 NaOH 

a | 4 ee "ts Spuren 
25.1X. 19 , n/10 

rm 14. X. |88 , n/l0 , Spuren 


* Bedeutet die Zah! der bei der Titration nach Sdérensen verbrauchten ccm n/10 NaOH 


Asparaginsaure 


7, 
i, 


Glutaminsaure 


Tabelle 1V. 


Die infizierten Proben. 





Ammoniak- Zahl d 
Die Aminosaure Datum Reaktion menye vag er com 
n/l0 NiOH 
~ 


Asparaginsiure . . | 25. IX. 7.5 cem n10Na0H 

" — 8 X. |10 ., n/lOH,SO, 0,017 13 
Glutaminsiure . . 25. IX. 9 ., n/lONaOH 

14. X. 5 . nlOHSO,| 0,022 23 


Alle die angefiihrten Zahlen sind wieder auf 100 cem der unter 
suchten Lésung berechnet. 

Aus allen diesen Beobachtungen kann man den SchluB ziehen 
da8 die Typhusbazillen aus den drei genannten Aminosiuren Ammoniak 
abspalten und auch die Gruppe COOH angreifen, wodurch ein An 
steigen der alkalischen Reaktion und eine Vermehrung des freigebundenen 
Ammoniaks zustande kommt. Wenn den gepriiften Aminosiuren 
noch Glucose zugesetzt wurde, so kam es zu einer Siiuerung der x 
treffenden Lésung. 

Tabelle V. 





R Glucos , 
Die Aminosaure Datum — . — 
E 


Alanin . . Ere 19. VIL. 68 0,42 
a Va. 6,2 - 
” eo ee ee , 4. VILL. 6,0 0,38 
Asparaginsaure ..... 19. VIL. 6,2 0,45 
m Doar ea 27. Vil. 5,8 

pee. a Gree 4. VIIL. 5,6 0,37 


Glykokoll, Tyrosin und Lysin konnten den Typhusbazillen nw 
dann als Stickstoffquelle dienen, wenn der Lésung gleichzeitig Glucose 
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oder Milchsiure zugesetzt wurde, was darauf hinweist, daB die ge- 
nannten Stoffe als Kohlehydratquelle fiir die Typhusbazillen nicht 
geeignet sind. Auch hier trat jedoch eine Zunahme des freigebundenen 
Ammoniaks ein, was auf eine Desamidierung der angewendeten Amino- 
sauren schlieBen JaBt. 

Auf einer Lésung von Kreatin und Kreatinin oder von harnsaurem 
Kalium oder von Hippursiure erfolgte ein Wachstum von Typhus- 
bazillen auch dann nicht, wenn Glucose dem Nahrboden zugesetzt 
wurde. Der Stickstoff dieser Verbindungen scheint demnach den Typhus- 
bazillen nicht zuganglich zu sein. 

Auf einer Lésung, die Harnstoff enthielt, gediehen die Bazillen 
nur dann, wenn dem Nahrboden zugleich Glucose beigesetzt wurde. 
Die quantitative Bestimmung des Harnstoffs mit Xanthydrol zeigte 
jedoch keine Abnahme des Harnstoffs in der infizierten Probe im 
Vergleich zu der Kontrollprobe. Wir erklaren diese Tatsache so, daB 
in diesem Versuch als Stickstoffquelle fiir die Mikroben Ammoniak zu 
betrachten ist, der von dem Harnstoff bei seiner teilweisen Zersetzung 
duch Sterilisation abgespalten und an das in der Lésung anwesende 
sawe Kaliumphosphat gebunden wurde. 


Das phosphorsaure Ammonium erwies sich némlich als guter 
stickstoffhaltiger Nahrstoff fiir die Typhusbazillen, wenn der Léisung 
Glucose zugesetzt war. Auch hier erfolgte bei dem Wachstum der 
Bazillen eine Siuerung des Nahrbodens. Zwei andere anorganische 
Ammoniumsalze, das ist chlorsaures und schwefelsaures Ammonium, 
geniigten nicht zur Erhaltung des Lebens und des Wachstums 
der Typhusbazillen, auch nicht bei Zugabe von Glucose. Welches 
der Grund dieser Erscheinung war, kann man vorlaufig nicht be- 
wteilen. 

Auf den Salzen der Glykokollsiure gediehen die Typhusbazillen 
in unseren Versuchen nicht gerade tippig, sehr gut dagegen auf den 
Salzen der Taurocholsiure. Die Aciditat der Lisung stieg dabei etwas 
an, VON pa = 7,8 auf pa = 7,4 im Laufe von 20 Tagen. 

Von den kompliziert gebauten  stickstoffhaltigen Verbindungen 
wurden die EiweiBstoffe des menschlichen Serums und der Milch, 
dann die Albumosen des Peptons Witte zur Ziichtung der Typhusbazillen 
verwendet. Die genannten Verbindungen wurden durch das Aus- 
salzen durch geeignete Salze mit Ausnahme des Ammoniumsulfates 
gewonnen, durch Dialyse gereinigt und in destilliertem Wasser aufgelést. 
Die Sterilisierung der Liésungen erfolgte durch wiederholtes Erwarmen 
auf 58°C. Die Typhusbazillen gediehen in allen diesen Lésungen gut, 
wenn nur die Dialyse nicht allzulange fortgesetzt wurde, oder wenn 
die Verbindungen nicht durch wiederholte Fallung mit Alkohol und 
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Auflésen in Wasser gereinigt wurden. Letztere Prozedur konnte 
natiirlich nur bei Serumalbumin und bei Albumosen angewendet werde 
In denjenigen Proben, wo Wachstum der Bazillen erfolgte, wurden 
nach Beendigung des Versuchs die EiweiBstoffe durch Hitze gefillt, 
abfiltriert und ihre Menge mittels der Stickstoffbestimmung fest. 
gestellt. In den Filtraten von koaguliertem EiweiB wurde die Stickstoff- 
menge nicht bestimmt, da durch Hitze die fliichtigen Stickstoff- 
verbindungen entfernt werden konnten, und somit brauchbare Resultate 
kaum zu erreichen waren. Ein Unterschied in der Stickstoffmeng 
der Filterriickstande der Kontrollproben und der infizierten Proben 
wurde nicht festgestellt. Dieselbe Beobachtung wurde auch mit den 
Albumosen gemacht. Die Fallung der Albumosen erfolgte hier mit 
Natriumsulfat bei saurer Reaktion. 


Das Ganze weist darauf hin, daB eine Proteolyse, wie wir sie unter 
dem EinfluB des Pepsins oder Trypsins beobachten, durch Typhus- 
bazillen, wenigstens bei EiweiBstoffen des menschlichen Serums, nicht 
in merkbarer Menge bewerkstelligt wird. Das Wachstum der Mikroben 
erfolgte in unseren Versuchen héchstwahrscheinlich auf Kosten de: 
einfacheren Stickstoffverbindungen, die aus dem Blutserum mit dem 
gefallten Eiwei8 mitgerissen wurden. Dieselben Erwigungen gelten 
natiirlich auch bei Albumosen. Als Beweis dafiir kann erstens die Tat 
sache dienen, da kein Wachstum der Bazillen auf den oben genannten 
EiweiBstoffen erfolgte, wenn die Dialyse lingere Zeit fortgesetzt wurde 
wobei die einfacheren Stickstoffverbindungen héchstwahrscheinlich 
weggespiilt wurden, und zweitens die Tatsache, daB es méglich war, dic 
Bazillen auf einem Filtrat von geronnenem Eiwei8 zu ziichten. Die 
Reaktion der infizierten Lésungen wurde da gegeniiber den Kontroll- 
proben wieder alkalischer. 


In der Milch geschieht das Wachstum der Typhusbazillen ebenfalls 
auf Kosten des sogenannten Reststickstoffs, wie aus den angefiihrten 
Zahlen ersichtlich ist, welche keine Abnahme des MilcheiweiBes zeigen 


Tabelle V1. 





Lactalbu mins ‘und 
globulinmenge 


%o os u 


Caseinmenge 


Kontrollésung .. . 3,12 0,35 
Infizierte Lésung. . 3,15 0,33 


Auf einer Lésung des Caseins wuchsen die Typhusbazillen nw 
dann, wenn es vorher der Trypsinverdauung unterzogen wurde. Auf 
einem durch Saéurehydrolyse des Caseins gewonnenen Aminosauren 
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gemenge wuchsen die Typhusbazillen sehr gut. Auch hier kam es zu 
emer Erhéhung der alkalischen Reaktion und zu einer Zunahme des 
freigebundenen Ammoniaks. 

Was den Abbau der Kohlehydrate durch die Typhusbazillen an- 
belangt, so erfolgt der Zerfall der Glucose bekanntlich zuerst tiber die 
Milchsaure, was eine Zunahme der Aciditaét des Glucose enthaltenden 
Nihrbodens erklart. In unseren Versuchen, wo die Wucherung der 
Bazillen auf den Lésungen von Aminosiuren ohne Zugabe eines Kohle- 
hydrates erfolgte, wurde bei Anwendung von Alanin und Asparagin- 
siure qualitativ ebenfalls Milchsiiure gefunden. Ihre Menge war bei 
der von uns gebrauchten Konzentration der Lésungen so klein, daB 
eine quantitative Bestimmung nicht mdglich war. Die Milchsiure 
scheint danach bei dem Kohlenstoffwechsel der Typhusbazillen eine 
bedeutende Rolle zu spielen. Welche die weiteren Abbauprodukte 
dieser Verbindung sind, ist nicht mit Sicherheit zu sagen. In unseren 
Versuchen konnten wir in den infizierten Lésungen weder Acetaldehyd, 
noch Formaldehyd, noch Essigséure nachweisen. Die Bestimmung 
wurde immer im Destillat der Lésungen vorgenommen. Natiirlich soll 
damit nicht gesagt werden, daB die genannten Stoffe beim Abbau der 
Milchséure durch die Typhusbazillen nicht auftreten kénnen, ihre 
Menge wird aber jedenfalls nicht allzu groB sein, wenn sie mit den tiblichen 
Methoden nicht nachweisbar sind. Bemerkenswert erscheint mir jedoch, 
da8 m den infizierten Lésungen, welche Milchséiure oder Alanin ent- 
hielten, die Reaktion von Adamkiewicz-Hammarsten positiv war, was 
auf die Anwesenheit von Glyoxylséure hinweisen kénnte. Der Zerfall 
der Milchsiure wire dann in unserem Falle auf folgende Art zu er- 
klaren: Aus der Milchsiure entsteht durch Dehydrierung die Brenz- 
traubensiure C H,=-C—COOH, aus welcher dann durch Spaltung der 

OH 

Doppelbindung die Glyoxylsiure CHO—COOH entstehen kann. Was 
weiter mit derselben und mit dem Rest CH,= geschieht, kann man 
nicht sagen, will man sich nicht in mehr oder weniger plausible Hypo- 
thesen einlassen. Wie dem auch sei, so viel ist sicher, daB die Typhus- 
bazillen die Milchsiiure decarboxylieren, wie das Sinken der Aciditat 
der infizierten Lésung beweist. Es ist nur eine Frage, ob die Kohlen- 
siureabspaltung schon auf der Milchséure selbst oder auf einer anderen 
aus ihr entstehenden Saéure erfolgt. Zweitens kann man als festgestellt 
betrachten, daB die Spaltung unter Abspaltung des Wasserstoffs 
und Aufnahme des Sauerstoffs geschieht, denn Methylenblau, zur 
infizierten Milchsiurelésung zugefiigt, wird entfarbt, Hamatin zum 
Hamochromogen reduziert. 

Im ganzen kann man also vermuten, daB der Abbau der Kohle- 
hydrate durch die Typhusbazillen auf ahnliche Art erfolgt, wie es bei 
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den anders bedingten Garungen von Neuberg und seiner Schule erforse}it 
wurde. 

Am Ende wage ich aus den in dieser Abhandlung beschriebenen 
Beobachtungen folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Als Stickstoffquelle dient den Typhusbazillen das Ammoniak 
der Ammoniumsalze und der Aminogruppe der Aminoséuren. Der 
Amidostickstoff und der Imidostickstoff scheint ihnen nicht allgemein 
zuganglich zu sein. Nur in einem Falle erfolgte das Wachstum der 
Bazillen auf einer Verbindung, die die Imidogruppe enthalt, und zwar 
auf den Gallensauren. 

2. Als Kohlehydratquelle eignete sich fiir die Typhusbazillen 
auBer der Glucose und Milchsiure noch die Kohlenstoffkette des Alanins 
der Asparagin- und Glutaminséure, dagegen nicht die Kohlenstoffkette 
des Tyrosins, Lysins und Glykokolls. Bei dem Alanin und der Asparagin- 
siure ging der Abbau der Kohlenstoffkette iiber die Milchsiiure und 
dann weiter vielleicht auch iiber die Brenztraubenséure und die Glyoxy!- 
saure. 

3. In der Pathologie des menschlichen Abdominaltyphus kénnte 
man aus den gemachten Beobachtungen die Tatsache erkliren, daS 
die Typhusbazillen im Diinndarm, in dem Blute und in der Gallenblase 
in der giéBten Menge zu finden sind, da sie auf diesen Stellen die fiir 
sich geeigneten Nahrstoffe angehiuft vorfinden. Die eigentlichen 
pathologischen Erscheinungen des Bauchtyphus kann man aus unseren 
bisherigen Versuchen natiirlich nicht erkliren. Die weitere genaue 
Priifung der Biochemie der Typhusbazillen wird uns vielleicht spite: 
auch hier wertvolle Schliisse bringen. 

4. In der Epidemiologie des Bauchtyphus kénnte man durch die 
erwahnten Beobachtungen erklaren, daB8 die Typhusepidemien in 
unseren Gegenden am meisten im Spaétsommer nach groBen Regen 
auftreten. Zu dieser Zeit sind groBe Flichen der Erde mit Vegetation 
bedeckt, die teilweise einer nicht zum Ende gefiihrten Faulnis an 
heimfallt. Dadurch kann es zur Entstehung der leicht léslichen Ammo- 
niumsalze der organischen Siéuren kommen, welche in den Gewiissern 
die Wucherung der Typhusbazillen unterstiitzen kénnen, wenn aufer- 
dem die geeignete Temperatur giinstig wirkt. In reinem Wasser, wenn 
auch die auBeren Bedingungen giinstig sind, gehen die Typhusbazillen 
an Nahistoffmangel rasch zugrunde. Ihre Vermehrung kann dann 
tiberhaupt nicht erfolgen. Die anders lautenden Resultate von 
Laboratoriumsversuchen sind nach unseren Beobachtungen dadurch 
bedingt, daB das Wasser mit allzu groBer Menge der Mikroben infiziert 
wurde. Die zerfallenen Mikroben dienen dann den iibrigen als Nahrung 
was ein langes Leben der Typhusbazillen ohne geeignete organische 
Nahrstoffe vortéuschen kann. 
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Insulin und Fettstoffwechsel. 
Ein Beitrag zur Theorie der Insulinwirkung. 
Von 
Josef Hepner und Oktavian Wagner. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und aus dem Institut fiir 
allgemeine und experimentelle Pathologie der b6hmischen Universitat Prag. 


(Eingegangen am 5. August 1927.) 


Tiotz unzahliger Bemiihungen, den Mechanismus der Insulin- 
wirkung aufzukliren, konnte diese Frage bis jetzt nicht endgiiltig 
gelést werden. Es gibt verschiedene Erklarungen der in den Literatur- 
angaben so haufig vorkommenden Widerspriiche in den Resultaten 


der Versuche. Ein sehr wichtiges Moment ist jedenfalls in der Ver- 
schiedénheit der’ Insulinpriiparate zu suchen. Es geniigt auch mu 
auf die ,,interindividuellen“ und_,,intraindividuellen“ Unterschiede 
der Versuchstiere hinzuweisen, welche schon bei der Standardisierung 
der einzelnen Priparate eine bedeutende Rolle zu spielen scheinen 

Auch in der wichtigen Frage, wohin der Zucker nach der Insulin- 
injektion verschwindet, ist jedenfalls das letzte Wort nicht gefallen. 
Es sind verschiedene Ansichten ausgesprochen worden (Dickson (1), 
Laufberger (2) u.a.). Laufberger macht auf drei Méglichkeiten auf- 
merksam: ,,Der Zucker wird unter direktem Einflu8 des Insulins 
verbrannt, oder er verwandelt sich in ein Kohlehydrat mit anderen 
chemischen Eigenschaften bzw. in ein Nichtkohlehydrat um, endlich 
kénnte er auch in anderen Organen aufgestapelt werden.“ In ahnlicher 
Weise hat sich auch Dickson ausgesprochen. 

In der vorliegenden Mitteilung hat uns in erster Reihe die zweite 
von Laufberger erwaihnte Méglichkeit interessiert, und zwar die Um- 
wandlung der Kohlehydrate in Nichtkohlehydrate unter dem Einflub 
des Insulins. 

Es wurde in dieser Hinsicht an verschiedene Stoffe gedacht. Needham (3 
(l.c.) supponierte z. B. die Bildung einer Zyklose, des Inosits, aus der 


Glucose. Tatséchlich wurde nach Insulindarreichung eine Vermehrung 
des Inosits um bis 50°, festgestellt, jedoch ist die dazu notwendige Menge 
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Glucose noch zu klein, um die ganze verschwundene Menge Glucose zu 
erkléren. 

Es wurde auch an das Fett gedacht. Nun steht aber die Auffassung 
einer Umsetzung von Kohlehydraten in Fett in einem gewissen Widerspruch 
mit anderen, auf diesem Gebiet gemachten Erfahrungen, welche das Ver- 
halten des Fettes in der Leber beim normalen und depankreatisierten 
Tiere betreffen. 

Der Abbau des Fettes in der Leber laBt sich durch zwei Hypothesen 
ausdriicken: Die Knoopsche B-Oxydation (4) und die Desaturationshypothese 
von Leathes. 

Leathes und Meyer-Wedell (5) beobachteten bei Mausen nach Fiitterung 
mit Lebertran eine Jodzahl der Leberfettséiuren, die nicht nur die Jodzahl 
der Fettséuren nicht gefiitterter Mause, sondern auch die Jodzahl der 
Fettsiuren des Oleum jecoris aselli weit iibertrifft. Auf dieser Tatsache 
und auf zahlreichen Analysen des Leberfettes, nach welchen das Leberfett 
mehr ungesittigte Fettsiuren enthalt als das Unterhautfett, die Leber- 
fettsiuren enthalten nach Hartley (6) 10° der Arachidonséure, das Unter- 
hautfett nur etwa 0,3°% [Eckstein (7)], baut Leathes seine Hypothese auf, 
nach welcher der Abbau der Fettséuren in der Leber mit einer Dehydro- 
genisation oder Desaturation einsetzt, etwa nach dem Schema: 


CH, Cc 
| =e I 
Va 
und weiterer Abbausdurch Oxydation und Sprengung der Kohlenstoffkette 
an der Stelle der Doppelbindung bewirkt wird. \ 

Nach Fiitterung mit Oleum jecoris aselli kommt Joannovicz uhd Pick (8) 
zu demselben Resultat wie Leathes und Meyer-Wedell. Die Erhéhung der 
Jodzahl betrifft das Neutralfett bzw. den acetonléslichen Anteil der Leber- 
lipoide. Bei depankreatisierten Hunden bleibt die Erhéhung der Jodzahl 
des Neutralfettes aus, dafiir aber weisen die Phosphatide dieselbe hohe 
Jodzahl wie beim gesunden Tiere auf. 

Der Einflu8 des Pankreashormons auf die Desaturation in der Leber 
ist also unverkennbar. Die Ansicht, die zuerst von Lombroso (9) aus- 
gesprochen wurde, néimlich da$ Pankreas iibor ein spezifisches, den Fett- 
abbau regulierendes Hormon verfiigt, ist durch diese Untersuchungen 
vollkommen begriindet. 

Die Bedeutung der Desaturation in der Leber besteht also nach Leathes 
in einer Vorbereitung der Fettsiuren zum weiteren Abbau, der in anderen 
Organen einsetzt. Die Méglichkeit einer solchen Oxydation ist aus der 
Erhéhung der Acetylzahl der Leberfettséuren nach der Autolyse { Kondo- 
Konro (10)] ohne weiteres ersichtlich; der Widerspruch mit der experimentell 
bewiesenen Knoopschen B-Oxydation ist eben nur scheinbar. Denn die 
Knoopsche B-Oxydation wurde in Versuchen an iiberlebenden Lebern 
bis jetzt nur bei den Séuren bis C,, bewiesen. An héheren Fettsiuren konnte 
sie schon wegen ihrer physikalischen Verhiltnisse (Wasserunldéslichkeit) 
nicht bewiesen werden. Es ist méglich, da8 die Desaturation bei den héheren 
Fettsiéuren einsetzt und die lange Kohlenstoffkette in kleinere Bruchstiicke 
gespalten wird, die dann dem weiteren Abbau nach Knoop unterliegen. 

Den direkten Beweis der Desaturationshypothese suchte Smith (11) 
durch Untersuchung des Verhaltens der durch oxydativen Abbau der 
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Olséure in vitro erhaltenen Abbauprodukte (Azelain- und Pelargonséur 
zu bringen. Es zeigte sich, daS zwar die Pelargonséiure vollkommen, di 
Azelainséiure aber nur zu 40°, im Organismus des Hundes verwertet wird 
Es konnte also auf diesem Wege kein direkter Beweis dieser Hypothes: 
erbracht werden. Andererseits kann dieser Umstand nicht gegen die Brauc! 
barkeit der Hypothese verwertet werden. Denn es miissen ja die Abbau- 
produkte im Organismus nicht mit denen in vitro identisch sein. Es ist 
ja keineswegs eine [somerisation der ungesattigten Fettséuren vor de: 
Spaltung ausgeschlossen. Die Anwesenheit von 6 bis 7°, Olsiure in de: 
Leber (Hartley) spricht wenigstens nicht dagegen. 

Einen Beweis fiir den Einflu8B des Pankreas auf den Fettstoffwechs: 
der Leber brachten die Versuche von Lombroso, Gentile (12) u.a. Thr 
Resultate lassen sich in Kiirze folgendermaBen zusammenfassen: Dic 
iiberlebende Leber bewirkt bei einem auf der Héhe der Verdauung 
befindlichen Individuwum oder nach einer Infusion der Salzsaéure in das 
Duodenum bei der kiinstlichen Durchstr6mung oder aseptischer Autolyse 
einen Abbau des Fettes (Lipodierese). Dieselben Erscheinungen wurden 
schon friiher von Roger und Binet (13) am Lungengewebe festgestellt. 
Bei einem hungernden oder depankreatisierten Tiere bleibt dieser Abbau 
aus, stellt sich aber ein, wenn das Tier vor dem Tode mit Insulin behande!t 


wurde. 

Der nachste Gedanke wiire doch, daB sich die Fette unter der Wirkung 
des Pankreashormons in die Kohlehydrate verwandeln, eine Anschauung, 
die von Geelmuyden (14) vertreten wird, die aber bis jetzt am normaler 
Tiere nicht einwandfrei bewiesen werden konnte. Der Nachweis eine: 
solechen Umwandlung an phlorrhizinvergifteten Tieren ist Asher und Cal» 


Criado (15) und insbesondere Wertheime r ( 16) gelungen. 

Wertheimer experimentierte an ‘hungernden, mit Phlorrhizin § ve: 
gifteten Hunden, wobei‘ alle Stérungen des Fettstoffwechsels (Hunger 
lipiimie, Leberinfiltration, Acidosis, Glykogenschwund) durch Phlorrhizin 
vergiftung gesteigert und beschleunigt werden. Der Fetttransport aus 
der Peripherie unterliegt auBer der nervésen Regulation auch einer Regulatio: 
durch Inkretstoffe. Die Hunger- und Phlorrhizinlipamie wird durch Insulin 
gehemmt. Insulin und Adrenalin beschleunigen ebenfalls die Umwandlung 
der Fette in der Leber, bestehend im Verschwinden der Fettinfiltration, 
welche mit einer Neubildung des Glykogens verbunden ist. Die Neubildung 
des Glykogens wird nach Wertheimer durch die Umwandlung des Lebe: 
fettes in Kohlehydrate verursacht. Bestaétigung seiner Ansicht findet 
Wertheimer in der iiberraschenden Tatsache, da8 die phlorrhizinvergiftet« 
Hunde, wo der Glykogengehalt der Leber beinahe gleich Null zu setzen ist, 
aber dafiir eine starke Fettinfiltration besteht, das Insulin viel besser ver 
tragen als die Kontrollhunde, wo der Glykogengehalt doch viel grébe1 
sein mu. 

Ebenso interessant war die Adrenalinreaktion der Phlorrhizinhunde. 
bei denen Adrenalin eine weit gréBere Hyperglykaimie bewirkt als bei de 
Kontrolltieren. DBeide Erscheinungen erklart Wertheimer durch den fort 
waihrenden Nachschub von Kohlehydraten, welcher durch die durch Insu! 
und Adrenalin beschleunigte Umwandlung von Fett in Kohlehydrat } 
wirkt wird. 

Beim pankreatopriven Diabetes ]4Bt sich nach Insulinbehandlung 
ebenfalls das Schwinden der Fettinfiltration und Neubildung von Glykoge: 
feststellen. Jedoch liegen hier die Verhaltnisse nicht so klar, und die Insuli: 
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wirkung laBt sich nicht einfach definieren. In der ersten Zeit nach Pankreas 
exstirpation ist das Insulin imstande, die Leber von der Fettinfiltration 
i befreien. Nach langerer Darreichung beobachtete Allan (17) (1. ¢.) 
degenerative Prozesse in der Leber, die durch neue Fettanlagerung in der 
Peripherie der Lobuli mit degenerativen Veranderungen der im Zentrum 
egenden Zellen ausgedriickt sind, so daB es zu einer betrachtlichen Fett- 
anhaéufung in der Leber (39,5°, der Trockensubstanz) kommen kann. Das 
Fehlen dieses Zustandes bei den Diabetikern kann man nach Allan durch 
die hemmende Wirkung des Pankreasrestes erklaren. 

Der Glykogengehalt der Leber wird beim normalen Individuum durch 
Insulin stark vermindert. Es fanden z. B. Dudley und Marrian (18) bei 
Mausen nach einer Insulingabe, die Kriimpfe bewirkte, in der Mitte nur 
0,075°, Glykogen gegen 1,76°,, der Kontrolltiere. Zu ahnlichen Resultaten 
velangten auch viele andere, auch wenn das Glykogen vor dem Ausbruch 
ler Krampfe bestimmt wurde. 

Wie schon friiher erwahnt, wei8 man nichts Sicheres dariiber, wie 
las aus der Leber schwindende Glykogen verwertet wird. Es wurden 
auch die Mdéglichkeiten besprochen, nach welchen das Glykogen beim 
normalen Tiere in andere Substanzen, besonders in Fett, verwandelt wird. 
Man miiBte dann natiirlich eine ganz umgekehrte Wirkung des Insulins 
als beim phlorrhizinvergifteten Tiere annehmen. Die bisherigen Versuche 
am normalen Tiere scheinen keine Beeinflussung des Fettstoffwechsels 
durch Insulin in diesem Sinne zu beweisen. 

Raper und Smith (19) konnten bei Versuchen an dezerebrierten und 
eviszerierten Katzen bei kiinstlicher DurehstrOmung mit Glykoselésung 
keine Erhéhung des Fettgehalts der Muskel feststellen, trotzdem die er- 
wartete Steigerung des Fettgehalts, entsprechend der angewandten Menge 
(ilucose, etwa 16 bis 20°, betragen miibte. Ebenfalls konnten dieselben 
\utoren bei den Méausen keine Anderung des Gesamtfettgehalts nach 
Insulin feststellen. 

Dudley und Marrian haben bei Mausen nach Insulindarreichung 
keine Veranderungen des Leberfettgehalts und der Jodzahl nachgewiesen. 


In Erwagung der Versuche von Joannowicz und Pick, Lombroso, 
Wertheimer usw. ist es aber sehr unwahischeinlich, daB der Fettstoff- 
wechsel der Leber bei normalen Tieren durch Insulin gar nicht be- 
einfluBt ware. Mit Riicksicht auf die Versuche an depankreatisierten 
Tieren méchte man auch beim normalen Tiere eine Erhéhung des Fett- 
stoffwechsels erwarten. Aus diesem Grunde haben wir uns entschlossen, 
ihnliche Versuche wie Dudley und Marrian auszufiihren. 

Als Kriterium des Fettzerfalles haben wir die Jodzahl gewahlt, 
und zwar nur die Jodzahl. Der Prozentgehalt des Fettes der Leber ist 
scheinbar unserer Ansicht nach nicht ganz maBgebend, um erkennen 
zu kénnen, ob sich das Fett im Stadium eines schnellen oder lang- 
samen Zerfalles befindet. Dies ist ganz gut aus Mottrams Versuchen (20) 
ersichtlich, die die Menge und Jodzahl| des Fettes bei verschieden lange 
hungernden Tieren (Meerschweinchen) verfolgen. Wie aus dem unten 
angefiihrten Auszug aus einem Protokoll Mottrams ersichtlich ist, weist 


eben das Tier mit maximalem Fettgehalt einen bedeutenden Anstieg 
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der Jodzah] auf, was auf den Beginn des Zerfalles schlieBen 1abi 
welcher sich bei dem um einen Tag linger hungernden Tiere durch 
eine bedeutende Verminderung des Fettgehaltes mit hoher Jodza)h| 
kundgibt. 





Dauer . Dauer 
des Hungerns Fettsaure Jodzahl des Hungerns 
0 


Tage Tage 0 


Fottaiere Jodzah! 


0 3 95,52 1 5,08 
0 oh 98,15 Z 14,64 
0 é — : 5,24 


Das Insulin, welches wir bei unseren Versuchen benutzten, war 
ein im hiesigen Institut fiir experimentelle Pathologie nach der Methode 
Dodds wid Dickens (21) dargestelltes Praparat. 


Zu den Versuchen wurden médglichst gleich groBe Tiere genommen, 
die schon lingere Zeit im Institut fiir experimentelle Pathologie waren 
und gleich gefiittert wurden. Die Kontrolltiere bekamen mit den Versuchs- 
tieren dieselbe Nahrung bzw. haben gleich lange Zeit gehungert. Das Insulin 
wurde subkutan appliziert (nur im Falle Nr. 16 intraperitoneal). 

Die Tiere wurden 3 Stunden nach der Insulininjektion durch Aus 
bluten getétet. Die Leber wurde sofort nach dem Tode herausgenommen, 
vom anhaftenden fremden Gewebe befreit, und die ganze Leber durch 


eine feine Hackmaschine getrieben. Der diinne Brei wurde dann noch in 
einer Reibschale fein zerrieben. Zur Analyse wurden von diesem Brei 


etwa 5g genommen. 

Die Fettbestimmung geschah zuerst nach der Methode Kumagawa-Suto. 
Nachdem aber bei dieser Methode die Doppelbindungen bei der Hydrolyse 
des Gewebes mit Lauge einer groBen Gefahr der Polymerisation und Oxy- 
dation ausgesetzt sind, haben wir uns spater der Methode von Lemeland (23 
bedient. 

Eine abgewogene Menge Substanz wird im Extraktionsapparat nach 
Kumagawa-Suto 8 Stunden lang mit 96°%,igem Alkohol extrahiert. Der 
alkoholische Extrakt wird imVakuum bei gelindem Erwarmen zur Trockene 
verdampft und der Riickstand mit 25cem 2n alkoholischer Kalilauge 
2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Danach gibt man 14 ccm n Salz 
siure, 28 cem Wasser und 28 cem 96°(igen Alkohol hinzu und erhitzt noc! 
weitere 15 Minuten, um die bei der Saéurezugabe eventuell in Freiheit 
gesetzten Fettsiuren wieder zu neutralisieren. Die Lésung ist nun in bezug 
auf das Alkali etwa n/10. 

Die alkalische Lésung wird dreimal mit Petrolither ausgeschiittelt. 
wodurch das ganze Unverseifbare entfernt wird. Die petroliatherische: 
Ausziige werden zur Trockne verdampft, bei 60° getrocknet und von neue: 
im wasserfreien Petrolither gelést. Die Lésung wird nun durch Asbest 
in ein tariertes Becherglas filtriert, im Vakuum vom Petrolather befreit, 
bei 60° getrocknet und gewogen. Die vom Unverseifbaren befreite Seife: 
lésung extrahiert man nach dem Anséuern mit Salzséure viermal mit 
100 cem Petrolaither, und die petrolitherische Lésung der Fettséuren wir! 
nun in derselben Weise wie die des Unverseifbaren weiter bearbeitet. D 
Abdestillieren von Petrolither wurde immer im CO,-Strome ausgefiihr 
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Die Bestimmung der Jodzahl geschah nach Rosenmund-Khunhenn (24)'. 
Das Blut zur Blutzuckerbestimmung haben wir unmittelbar vor dem 
lode des Tieres entnommen. Der Blutzucker wurde nach J. Bang bestimmt. 

Die Resultate der Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
cestellt. 








Fettsauren 
) 7 | Methode 
Nr Tier Insulin | Blutzucker MT oad Jodzahl ee. | " er 
Gewebes ettbest 
l Ratte 6 0,09 4,3 114 | 24 Stunden 
2 - 20 T.-E. 0,024 365 105.9 |{ gehungert s 
3 ® 7) 0,122 4.9 133,9 |) , = 
r ; 201-E. 0.07 £3 | 190,1 || oot |S 
5 ‘ 20 , 0045 23 1248 |'Eanseem | = 
6 ; 20 ° 0.06 46 = 119.8 | OL. jecoris $ 
7 . 20 , 0.08 5,7 95,7 |) seem 5 
8 . 0 2.98 75.9 | 24Stdn. ge = 
4 20 T.-E. . 216 78,1 || ‘specu 
10) ” é 0,124 34 135.6 | 24 Stunden 
11 2 20 T.-E. 0.085 45 124.9 || gebungert 
12 Hund “ 0,09 3.31 99.1 3 Tage 
13 2 20 T.-F. 0,037 2.99 86.0 gehungert 
3 Tage ge- < 
{ hung., dann = 
14° se 20 T.-F. 0,029 274 112.9 {500 g Fleisch = 
(Welcome) | 1 Std. vor = 
der Injektion . 
15 | Meerschweinch. 0 -- 482 91,37 || 3 Tage ™ 
16 * 30 T.-E. 214 98,4 || gehungert 
(intraperit.) 
17 se 4 2.38 102.7 || Normal 
1S - 40 T.-F. 2.99 93.8 || gefittert 


* Dieser Versuch wurde zu einem anderen Zwecke ausgefiihrt. Wir fiihren ihn nur deshalb 
an, weil hier nach gleicher Menge von Insulin Welcome, die 20 Finheiten entspricht, sehr heftige 
Krimpfe auftraten, in welchen das Tier getétet wurde. Sonst wurden in keinem Falle Krimpte 
beobachtet. 


Anmerkung: Unter Insulineinheit (T.-E.) ist die alte Torontoeinheit 
zu verstehen. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, kann man bei den Ratten, 
die mit Oleum jecoris aselli gefiittert wurden, von keiner erhéhten 
Desaturation sprechen, im Gegenteil, die Jodzahlen der Insulintiere 
sind niedriger als diejenigen der Kontrolltiere. Die Menge des Fettes 
ist im Versuch 3 und 7 am gréBten. Jedoch weisen beide Fette be- 
trachtliche Unterschiede der Jodzahl auf. 


1 Die Fettsaiuren, deren Menge etwa 0,1 bis 0,2 cem betrug, wurden in 
l0cem Chloroform gelést und 25cem der Pyridinsulfatdibromidlésung 
zugesetzt. (8g Pyridin und 10g konzentrierte Schwefelséiure werden 
gesondert unter Kiihlung in je 20 ccm Eisessig gelést, dann zusammen- 
gemischt und 8 g Brom in 20cem Elisessig zugegeben; die Lésung wird 
auf 1 Liter aufgefiillt.) Nach 5 Minuten wurde nach Zugabe von 10 cem 
einer 10% igen Kaliumjodidlésung zuriicktitriert, zum SchluB nach Zugabe 
von Stairkelésung und etwa 30 ccm Wasser. 
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Ebenfalls kann man bei den hungernden Ratten nach Insulin 
eine deutlich niedrigere Jodzahl beobachten. Bei der Fiitterung mit 
Kohlehydraten wurden in beiden Fallen (Versuch 8 und 9) niedrigy 
Jodzahlen gefunden. Bei den beiden Hunden ist ebenfalls der Unter 
schied der Jodzahlen ganz deutlich, ebenso bei den Meerschweinchen 17 
und 18. Bei hungernden Meerschweinchen ist im Gegenteil die Jodzah| 
beim Insulintier etwas héher, was gegen die iibrigen Resultate zu 
sprechen scheint. Jedoch kann dieser Umstand sehr leicht erklart 
werden. Denn gerade beim Meerschweinchen und Kaninchen kommt 
im Hunger, wie Mottram bewiesen hat, eine Lipamie und eine betrachtliche 
Fettleber zustande, die natiirlich mit einer Erniedrigung der Jodzah! 
der Leberfettsaiuren verbunden ist. Dieser Fetttransport wird aber durch: 
Insulin gehemmt; es ist also durch Insulin ein die Jodzahl der Leber- 
fettsiuren s.v.v. mechanisch erniedrigendes Moment beseitigt, was 
selbstverstindlich einen erhéhten Abbau des Leberfettes simulieren 
kénnte, der jedoch auf gleicher Héhe wie beim normalen Tiere ode: 
sogar gehemmt sein kann. 

Fassen wir nun die Resultate unserer Versuche zusammen, tritt 
aus dem Vergleich der Jodzahlen der Leberfettsiuren mit und ohn 
Insulin deutlich hervor, daB die Desaturation des Lebeifettes durch 
Insulin keineswegs beschleunigt wird, ja sogar im Gegenteil, nachdem 
die Jodzahlen niedriger liegen und nachdem man in Erwagung ziehen 
muB, d28 durch Insulin der Fetttransport von der Peripherie gehemmt 
wird, muB eine hemmende Wirkung des Insulins auf die Desaturatior 
des Leberfettes angenommen werden. 

Die Erscheinung ist an und fiir sich sehr tiberraschend, denn s\ 
bedeutet eine mehrphasige bzw. eine ganz umgekehrte Wirkung des 
Insulins als beim diabetischen oder mit Phlorrhizin vergifteten Org: 
nismus. 

Man miiBte dem Insulin mindestens zwei Fahigkeiten zuschreiben 
Erstens die beschleunigende Wirkung auf den Fettabbau und Un 
wandlung des Fettes in Kohlehydrate (beim diabetischen Tiere), zweitens 
und zwar bei normalen Tieren, eine den Fettabbau hemmende Wirkung 

Bei dieser Gelegenheit machen wir noch auf die schon friher er 
wahnten Exfahrungen Allans aufmerksam, nach welchen die nac! 
Pankreasexstirpation eintretende Fettinfiltration der Leber in der 
ersten Zeit der Insulinbehandlung verschwindet, um dann spater nac! 
protrahierter Insulinbehandlung neuen, mit einer eigenartigen Fett 
infiltration verbundenen degenerativen Erscheinungen Platz zu machen 


Die Erniedrigung der Jodzahl des Leberfettes kénnte aber noc! 
anders gedeutet werden, und zwar als Ausdruck einer Fettbildunz 
aus Nichtfetten, besonders aus Kohlehydraten. Eine Begriindung 
hatte diese Ansicht in der Arbeit Lublins (25), welche auch die Frag 
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der Insulnmastkuren beriihrt. Lublin hat festgestellt, daB der Re- 
spirationsquotient beim Nichtdiabetiker ebenso rasch ansteigt, wenn man 
100g Glucose oder Lavulose mit oder ohne Insulin darreicht. Erst 
nach Beibehaltung bestimmter Bedingungen, namlich beim Dar- 
reichen einer bestimmten Menge Kohlehydrate, die an und fiir sich den 
Respirationsquotienten nicht tiber 1 zu steigern imstande war, stieg 
der Respirationsquotient bei Applikation von Insulin tiber 1. Diese 
Erscheinung ist nach Lublin als Ausdruck einer Bildung von Fett aus 
Kohlehydraten zu fassen. 

Diese Erwagungen sind im Widerspruch z. B. mit den Versuchen 
Wertheimers. Es ist aber jedenfalls anzunehmen, daB sich die Wirkung 
des Insulins im _ phlorrhizinvergifteten Organismus anders gestalten 
wird als beim gesunden Individuum. Nach vielen Angaben kann man 
auch den kleinen Insulindosen andere Wirkung zuschreiben als gréBeren 
Dosen. Bekanntlich schwindet das Glykogen nach gréBeren Dosen 
von Insulin aus der Leber. Andererseits geht aus der Arbeit von Frank, 
Hartmann und Nothmann (26) hervor, daB kleine Insulindosen zu einer 
Glykogenablagerung oder vielleicht richtiger gesagt, zu einer Glykogen- 
bildung in der Leber beim hungernden Tiere Veranlassung geben. 

Diese Mannigfaltigkeit der Insulinwirkungen wire unter der Be- 
trachtung des Insulins als ein Gemisch von mehreren’ wirksamen 
Stoffen leicht erklarbar. Nach Gentile (27) muB man im Insulin einen 
uf den Fettstoffwechsel selbstindig wirkenden Faktor anerkennen. 
Es ist natiirlich schwer zu sagen, ob diese Wirkungen einem einzigen 
oder mehreren Stoffen zuzuschreiben sind. 

Auf Grund unserer Versuche kénnen wir natiirlich nur von einer 
Hemmung des Fettabbaues sprechen. Um der Frage des Verhaltens 
der Fette in der Leber nach Insulin etwas naher zu kommen, befassen 
wir uns mit den Veranderungen des Fettes waihrend der Autolyse. 
Wie erwahnt, ist die Autolyse des Lebergewebes auf der Héhe der 
Verdauung mit einer Fettabnahme verbunden, bei einem hungernden 
oder pankreaslosen Tiere bleibt der Fettgehalt unverindert, oder wird 
sogar etwas erhéht. Nun haben wir bei mit Insulin vorbehandelten 
hungernden Tieren wahrend der ersten Stunden der Autolyse eine 
Fettzunahme um bis 20°, des Anfangswertes beobachtet, wonach man 
auf eine Tendenz zur Fettbildung nach Insulin schlieBen miiBte. Die 
Versuche werden fortgesetzt. 
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Untersuchungen iiber die Giftwirkung der Chininkérper 
auf das Girvermégen lebender Hefe. 
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Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 9. August 1927.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


1. Versuchsmaterial. 

In den Versuchen stand uns eine abgepreBte untergirige Hefe der 
Lehr- und Versuchsbrauerei Berlin zur Verfiigung, die auf 10- bis 14°iger 
Bierwuirze bei 25° weitergefiihrt oder direkt in dem uns gelieferten Zustande 
verbraucht wurde. Bei der Bestimmung der quantitativen Giftwirkung 
wurden die jeweiligen Giftmengen auf das Frischgewicht der Hefe bezogen. 
Die im letzten Abschnitt dieser Mitteilung beschriebenen Luft- und Kahm- 
fen wurden ausschlieBlich auf eigenen Wiirzenahrbéden in groBen Petri- 
schalen geziichtet, die Kulturen nach 24 Stunden Brutzeit (25°) in Zentri- 
fugenglaser ausgegossen und das Zentrifugat mit Acetatpuffer (pq 5,3) 
ochmals gewaschen. Von der auf diese Weise erhaltenen Hefesubstanz 
wurden dann abgewogene Mengen fiir die Versuche in Pufferlésungen 
suspendiert. Eine haufige bakteriologische Kontrolle ergab die Abwesenheit 
ennenswerter Mengen von Bakterien in sémtlichen Kulturen. 


2. Methodik. 


Die Messung der Garung und der Atmung wurde mit der von Warburg 
angegebenen Apparatur unter Verwendung der GefaiBe nach Nicolai 
wsgefiihrt, in denen die Hefesuspension und die Substratlésung getrennt 
ingefiillt und erst nach Temperaturausgleich durch zehnfaches Hin- und 
HergieBen durchgemischt wurden. Als Substrat diente ausschlieBlich 
Glykose in den spater angegebenen Konzentrationen. Bei den Versuchen, 
lie die Beobachtung allein der Garung bezweckten, wurde die strenge 
\noxybiose durch vorheriges Uberleiten der zur Gasfiillung benutzten 
)°.igen CO, in N, iiber gliihendes, frisch reduziertes Kupfer gewahrleistet. 


8. Orientierende Versuche. 


Die untergiérige Hefe wurde zunachst auf ihre Atmung hin unter- 
sucht, indem eine frische Suspension in 5 °,iger Glykoselésung (pa = 5,3) 
n die GeféiBe und eine 30° ,ige Kalilauge in die Retorten eingefiillt 
wurde. Eine Reihe weiterer GefiBe ohne Alkali und mit C O,-Fillung 


' Vgl. P. Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 1, 106. 
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erlaubte gleichzeitig, die Garfahigkeit zu messen. Wahrend in deff 
anaeroben Versuchen binnen einer Stunde mehrere Hundert Kubii 
millimeter CO, produziert wurden, sank der Druck in den mit Lu 
gefiillten GefaBen nur wm wenige Millimeter, entsprechend eine 
minimalen Sauerstoffverbrauch (Tabelle I, GefaB 26). Auch oh» 
Glykosezusatz ist unter anaeroben Bedingungen eine starke Garwy 
zu beobachten, die aus dem Abbau der Zellkohlehydrate herriihrt wy 
auch durch mehrfaches vorheriges Waschen der Zellen nicht beseitig 
werden kann. Indessen scheint der Vorrat an diesem Géarmateriaf} 
nicht tibergro® zu sein, denn die Geschwindigkeit der Gasbildung sink ip 
in diesem Falle alsbald ab. 

Da bei den in Aussicht genommenen Vergiftungen es kaum ; 
erwarten war, an verschiedenen Tagen véllig gleiche Hefemengen z 
einem Versuch zu treffen, wurden in einer Reihe weiterer Vorversucl:f 
die Beziehungen zwischen der Zellkonzentration, Substratkonzen 
tration usw. ermittelt. Die Garung in einer 3°% igen Glykoselésuy 
wird hierbei als proportional zur Menge der vorhandenen Hefe gefundex 
(Tabelle 11). La&éBt man die Hefemenge unverandert und wechselt nw 
die Zuckerkonzentration in einem Bereich zwischen 200 und 1°), 
so ist von 20°/,, abwarts eine Abnahme der bis dahin konstanten 
Gargeschwindigkeit festzustellen (Tabelle 1).  SchlieBlich wird 
mit den Angaben der Literatur iibereinstimmend, ein pg-Optimw 
zwischen 4,5 und 6,5 in 
der Weise gefunden, dab 
in einer Reihe von Parallel- 
untersuchungen nur die 
Pufferflissigkeit geandert 
wurde (Tabelle IIl bis V, 
Abb. 2). 
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4. Die Methodik der Chininvergiftunc. 


Selbst bei vélliger Sattigung der Glykoselésung mit Chininhydro- 
hlorid gelingt es nicht, nach der bisherigen Versuchsanordnung auch 
w die geringste Vergiftung der Garungsfermente zu erhalten (Ta- 
elle V1). Der Grund hierfiir ist in dem Mangel an freier Base zu suchen’, 
lie erst bei héheren py-Werten existenzfahig ist. Wechselt man die 
ufferlésungen, indem man von pq = 5,3 allmahlich iiber 5,6, 5,9 
u 6,2 tibergeht, so tritt eine Hemmung bis zu 20°, ein. Ein weiteres 
Fortschreiten in der Pufferreihe hatte keinen Zweck, da die Grenze 


ies Optimums fiir die alkoholische Garung nahezu erreicht ist und die 


\bnahme der Gargeschwindigkeit nicht allein mehr eine Folge der 


‘ergiftung sein wiirde. 


Um die Schwierigkeiten zu beseitigen, die fiir eine Unter- 
uchung tiber die Giftwirkung darin liegen, daB das Optimum der 
Fermentwirkung und der Fermentvergiftung durch mehrere pg-Ein- 
witen voneinander getrennt sind, hat sich nach einer Reihe von Ver- 
uchen folgende Methodik als geeignet und einwandfrei erwiesen. Aus 
iner Lésung des Chininsalzes wird die Base vorsichtig durch Bicarbonat 
frei gemacht, mit dieser sehr wirksamen Lésung dann die Hefe bei einem 
a = 7,5 bis 8,0 vergiftet und spater die Garung bei ihrer optimalen 
Reaktion pa = 5,3 gemessen. 


0,2 ¢@ Chininhydrochlorid werden in 50,0cem Wasser gelést, von 
lieser Stammlésung 10cem mit einer kalt gesattigten NaHCO,-Lésung 
orsichtig tropfenweise bis zum Auftreten einer schwach opalisierender 
lriibung versetzt es sind etwa 0,5 cem hierzu ndétig und mit weiteren 
0.5eem Alkali und mit Wasser auf 20ccm aufgefiillt. Durch Verdiinnung 
mit dem Faktor 3,16 erhalt man sodann eine Reihe mit den Chinin- 
konzentrationen 


5.10-*, 1,55. 10-*, 5. 10-4, 1,65. 10—, 5. 10“, 


die selbstverstandlich durch Ersatz der bei der Verdiinnung gesunkenen 
Bicarbonatkonzentration mit Bicarbonat alle auf das gleiche py gebracht 
werden miissen, was man am besten durch Tiipfeln auf Phenolrotpapier 
kontrolliert. Ein sechstes Glas dient zur Kontrolle und enthalt nur 19 cem 
Wasser + lLeem NaHCO,-Lésung. In einem Philippsbecher werden 3,2 g 
Hefe auf 20ccm mit Wasser aufgefiillt und zu einer vdéllig homogenen 
Suspension durch energisches Schiitteln verteilt, sodann durch ein weiches 
Filter oder Musselintuch gegossen und in jedes der sechs obigen Glaser 
3eem des Filtrats (= 0,48 g) eingefiillt. Unter haufigem Umschwenken 
bleiben diese Glaser stehen, und durch Zugabe von je 17 cem Acetatpuffer 
pa 5,3) wird zur gleichen Zeit die Vergiftung in der ganzen Reihe abgebrochen. 
Von jedem einzelnen Ansatz werden 20 ccm (= 0,24 g Hefe) zentrifugiert, 
lie iiberstehende klare Lésung abgegossen, das Zentrifugat im Zentrifugen- 
glas mit Acetatpuffer 5,3 auf 3,0 cem aufgefiillt, wieder homogen verteilt 


 Vgl. P. Rona und E. Bloch, diese Zeitschr. 118, 185, 1921. 
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und schlieBlich von dieser neuen Suspension 0,5cem (= 0,04g Fri 
gewicht) in die Retorte eines GefaiBes eingefiillt. 

Priift man die Giarung einer auf diese Art bei schwach alkalisc he; 
Reaktion vergifteten und dann vom Gift einmal durch Anséuern, day 
auch durch Waschen befreiten Hefe, so ist zunachst klar zu erkenney 
daB das Chinin bei den verschiedenen Konzentrationen wahrend de; 
Dauer der alkalischen Reaktion eine verschieden starke Hemmuny 
bewirkt hat (Tabelle VII, Abb. 3). Tragt man diese als Funktion de 
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Abb. 4. 


Chininvergiftung der alkoholischen Garung Hemmung der Garung in Abhangigke 
bei Py 7.5 bis 8,0. von der Dauer der Vergiftung 


© (Tab. X). 3 (Tab. IX). © (Tab. VII! 


Giftkonzentration in ein Kodrdinatensystem ein, so ergibt sich ein 
Kurve nach Abb. 4, Tabelle VIII bis X. Wahrend also das Alkalo 
selbst in den héchsten Konzentrationen keine Wirkung entfaltet 
hemmt die freie Base noch in Konzentration von 10~* bis 10~® mola: 
Die als Vergleich herangezogene Géarungsgeschwindigkeit der w 
vergifteten Hefe im sechsten GefaB einer jeden Versuchsreihe stellt 
sich anfangs als eine schwankende, zum Teil sogar den schwacher ver 
gifteten Ansiitzen unterlegene GréBe (s. Abb. 3, GefaB 25) dar; es erga! 
sich bei der Nachpriifung dieser Unstimmigkeit, daB es unbeding 
nétig ist, auch die Kontrolle voriibergehend bei alkalischer Reaktior 
zu belassen, weil diese Vorbehandlung erst ihr die maximale Garfahigke:' 
verleiht. 


Diese Beobachtung einer ,,Aktivierung“ bedurfte noch eine! 
weiteren Priifung. War die Steigerung der Girgeschwindigkeit nw 
von der Wasserstoffzahl waihrend der Vorbehandlung abhangig? (ver 
spielte auch die Dauer der zeitlichen Einwirkungen eine Rolle? Wem 
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man eine Hefesuspension in der oben beschriebenen Art in Wasser 
suspendiert, das Bicarbonat enthalt, und dann nachtraglich durch 
Zufiigen eines sauren Acetatpuffers die Reaktion umkehrt, so ergibt 
sich bei der Priifung der Garung, daB es fiir die Aktivierung vollkommen 
gleichgiltig ist, ob das Bicarbonat eine Minute oder eine Stunde ein- 
yewirkt hat; die CO,-Bildung erfolgt unabhangig von der Dauer der 
vorausgegangenen Bicarbonatbehandlung in allen GefaBen mit derselben 
Geschwindigkeit. Die Verainderung muB also sehr schnell vor sich 
yegangen sein. 

Einen besseren Einblick in die vorliegende Frage geben eine Reihe 
von Versuchen, bei denen jedesmal wahrend der gleichen Zeit vonl0 Minuten 
aber bei verschiedenem Pu die gleiche Hefe- % 
menge ,,aktiviert“’ und dann manometrisch  170-— 
auf ihre erhéhte Leistungsfahigkeit hin ge- | 
prift wurde. Dabei zeigte es sich, daS 
zwischen den einzelnen Versuchen zum Teil 80 











betrachtliche Differenzen bestehen, die in- iy | 
dessen einen ,,Gang* haben: Je alkalischer Bix | 
innerhalb gewisser Grenzen die Vorbehand- 60 Say } 
lung war, desto gréBer ist die Aktivierung. HY | 
Wird die maximal erreichte Leistung willkiir- R< 


. s " weichne g a :  — a oa aes 
lich als 100 bezeichnet, so kénne n die a0 to oy Bory 
anderen in Prozenten der maximalen aus- 


we - ‘ " i . 5. 
gedriickt und als Funktion der Wasser- Abe 


Leistungssteigerung der Hefe 


stoffionenkonzentration der _Vorbehandlung durch Vorbehandjung bei vere 
dargestellt werden, wobei sich eine Disso- schiedenem p,,. (Glykose- 
ziationsgradkurve mit der wahrscheinlichen phosphorsaurebildung.) 


Dissoziationskonstante 6,6 bis 6,8 ergibt 
(Abb.5). Dieser Umstand legt die Verroutung nahe, daB die Bildung des 
Glykosephosphats, dessen Bedeutung fiir die alkoholische Garung_ be- 
kannt ist, die Ursache der Aktivierung ist. 

Es sei noch erwahnt, daB etwas gealterte PreBhefen, die bereits 6 bis 
8 Tage im Eisschrank standen, keiner so groBen Steigerung der Gargeschwin- 
digkeit durch Alkalisierung mehr fahig waren wie eine frische, und daB ferner 
die Unterschiede zwischen einer vorher mit Bicarbonat behandelten und 
einer nicht behandelten nach ein- bis zweistiindiger Garung sich selbst 
ausglichen. 


5. Die Vergiftung der Girung mit Chininkérpern®*. 


Die bisher beschriebene Methodik erméglicht, das Chinin in be- 
liebigen Konzentrationen bei dem fiir die Giftwirkung optimalen pg 


1 Euler und Nordlund fanden als Optimum der Zymophosphatbildung 
6,2 bis 6,6, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 229, 1921; Myrbdck fand bei 
Versuchen mit Trockenhefe ein Optimum von 6,2 bis 6,8, ebendaselbst 189, 
30, 1924; vgl. auch H. Euler und K. M yrbdck, ebendaselbst 181, 179, 1923. 

2? Vgl. hierzu auch W. Schoeller und M. Gehrke, diese Zeitschr. 172, 
358, 1926. 
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auf gleiche Hefemengen einwirken zu lassen, die Dauer dieser \: 
giftung zeitlich genau zu begrenzen und die ,,Induktionszeit“ auf ein 
Minimum abzukiirzen. Die Vergiftung des ,,Garungsfermentes“ 
auBer von der Konzentration des Chinins auch von der Dauer de: 
Chininwirkung abhingig, wie aus folgendem Versuch hervorgeht, bei 
dem samtliche GefaBe die gleiche Menge Hefe und Alkaloid enthielten 
(vgl. die Tabellen VIII, IX, X, XI, XII und die Abb. 4 und 6), bei 
denen aber nach verschiedenen Zeiten — 1, 3, 10, 30 bzw. 60 Minuten 
nach der Herstellung der Chinin-Hefe-Mischung — die allein wirksame 
Base durch Hinzufiigen des Acetatpuffers in das unwirksame Salz 
umgewandelt wurde. Tabelle 11 und 12 enthalt das Protokoll zwe 
dieser Versuche, die tibereinstimmend zeigen, daB erst nach 30 bis 60 M 
nuten die maximale Hemmung erreicht ist. Abb. 6 stellt diese Hemmung 
in Prozenten der maximal nach Ablauf der nétigen Zeit erreichbaren 
in Abhangigkeit von der Zeit dar. Verandert man iiberdies noch die 
Chininkonzentration, so ergibt sich eine Schar von Kurven (Abb. 4) 
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Abb. 6. Abb. 7 
Abhangigkeit der Hemmung von der Ver- Vergiftung der Garung durch  verschiedene 
giftungsdauer. Chinink6érper bei Pu 5,0 ohne vorherige Alkali: 
@ (Tab. 11). © (Tab. 12). siegung (Tab. 13) 
Giftkonzentration 2. 10-3 molar 


Es ist nicht méglich, dieses Verfahren bei allen Chininkérpern 
anzuwenden, um Vergleiche hinsichtlich der verschiedenen Giftwirkung 
einzelner Chinaalkaloide zu ziehen. Ein einfacher Versuch (Tabelle X11, 
Abb. 7) zeigt, daB man von den vier Substanzen Chinidin, Optochin 
Eucupin und Vucin, von denen die beiden ersten als Hydrochloride 
die letzteren als Bihydrochloride in einer Konzentration von 2. 10° *- 
molar angewandt wurden, Eucupin und Vucin auch ohne die bisher 
angewandte vorherige Alkalisierung die Garung ganz betrachtlich 
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hemmen, Chinidin und Optochin indessen bei einem py von 5,0 offenbar 
keine nenneswerte Giftwirkung besitzen. Um die einzelnen Verbindungen 
vergleichen zu kénnen, muB man also zunachst die fiir die Garungs- 
hemmung optimale Aziditaét kennen. 


Wenn man annimmt, daf die Oberflachenaktivitat der Chininbasen 
im Zusammenhang mit der Garungshemmung steht, so bietet die Tropfen- 
unalyse ein bequemes Hilfsmittel, um zu einer zunachst orientierenden 
Ubersicht tiber die vier genannten Stoffe zu gelangen. Die sehr ver- 
schiedenen Léslichkeitsverhaltnisse erméglichen es leider nicht, alle Lésungen 
isomolar zu machen. Vucin kann bei den Tropfenanalysen héchstens in 
einer Konzentration von 0,1/220 durch die ganzeSkala der py-Werte hindurch 
verwandt werden, ohne bei alkalischeren Werten grob auszufallen, oder 
ne Gallerte' zu bilden. Dagegen wurden die anderen Kérper in einer 
Konzentration von 0,2 /50,0 angewandt, weil speziell bei Chinin und Chinidin 
eine dem Vucin isomolare schwiéchere Lésung keine deutlichen Tropfkurven 
mehr ergab. Der Untersuchung wurde nach der alkalischen Seite zu in 
einigen Fallen durch die Gelbildung eine Grenze gesetzt, namentlich das 
Optochin lieB sich gar nicht nach dieser Methode behandeln. Auf der 
sauren Seite entstehen dadurch Stérungen, daB die Essigséure des Puffers 
ihrerseits eine oberflichenaktive Wirkung besitzt, deren GréBe in reiner 
Pufferlésung zundchst ermittelt und von dem Befund an der Alkaloidlésung 
abgezogen wurde. Dieses Verfahren besitzt nur eine annahernde Genauigkeit, 
es ist aber zu beriicksichtigen, das von py 4,4 ab dieser stérende EinfluB 
der Pufferlésung tiberhaupt aufhért. 
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Abb. 8. 
Tropfenanalyse verschiedener Chininkérper. Der schraffierte Bereich 
stelit den durch die Oberflichenaktivitaét der freien Pufferessigsaure 
bedingten Fehler dar. 


Die Ergebnisse sind in Abb. 8 dargestellt. Die Tropfenzahl der reinen 
Pufferlésung, die nur auf der sauren Seite von py 4,4 iiber den Wasserwert 94 
der benutzten Pipette hinausgeht, ist in gestrichelter Linie eingezeichnet. 
Die Kurve des Vucins und des Eucupins kennzeichnen deutlich den zwei- 
basischen Charakter dieser Alkaloide, deren erstes Basendquivalent bei 


1 Vgl. hierzu P. Rona und M. Takata, diese Zeitschr. 134, 97, 1922. 
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4,4 bzw. 5,3, und deren zweites bei 5,6 bzw. 6,8 frei wird. Dieser Umsta 
macht es erklarlich, warum (Abb. 7) schon bei py 5,0 eine weitgeher 
Vergiftung der Garung eintritt. Ein Vergleich mit dem unter der Abszi 
verzeichneten Optimum der Géirung (Euler!) zeigt, daB beim Vucin 
Befreiung beider, beim Eucupin die des ersten Basenaquivalents in de 
Bereich dieses Optimums fallt. Die Kurven des Chinins und des Chinid 
beginnen, tibereinstimmend mit den bisherigen experimentellen Erfahrung: 
erst beim Neutralpunkt zu steigen, sie lassen sich wegen des stark 
Flockens bzw. der Gallertbildung nicht weiter verfolgen. 


Die weitere Priifung der Chininalkaloide wurde an sogenannten 
wilden oder Kahmhefen vorgenommen, die im Gegensatz zur Bierhefi 
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Abb. 9. 


Hemmung der Girung bei wilder hefe in Optochin. Abhangigkeit d. Hem 
Abhangigkeit von der Gittkonzentration. mung von der Giftkonzentration 
(Tabelle 14 und 15) pg 5,3. (Tabelle 17 und 18.) 

@ (Tabelle 17). © (Tabelle 15) 


bei Gegenwart von Sauerstoff auch atmet, in der strengen Anoxybios: 
sich indessen von diesen nicht unterscheidet. Ein orientierender Vor- 
versuch (Tabelle XVI), in dem ohne vorhergehende Alkalisierung 
Optochin, Chinidin und Chinin in drittel gesattigten Lésungen bei pg 5.3 
zur Vergiftung der anaeroben Garung unter Beifiigung je einer Kontro!le 
angewandt wurden, zeigt ein mit den bisherigen Ausfiihrungen itiber- 
einstimmendes Resultat: Chinin hemmt kaum, Chinidin nur im ge- 
ringem MaBe, Optochin zu ungefihr 50°%,. Der genaue Zusammenhang 
zwischen der Giftkonzentration und der GréBe der Hemmung geht 
aus einigen Reihen hervor, die in den Tabellen XIV, XV, XVII und XV1! 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 165, 1919; ferner diese Zeitschr. 1° 
550, 1920. 





iten 
ete 








Giftwirkung d. Chininkérper auf d. Garvermégen lebender Hefe. 339 


wiedergegeben werden und bei denen im GefaB folgende Alkaloid- 
konzentrationen wirksam waren. 


Tab. 14. Vuzin . . molar 10° 338.10-* 11.10-* 3,7.10-5 12.1075 
, 15. Chinidin . = 2.1072 10-2 § .10-% 25.10-% 1,2.10-% 
« 1% Optochin ; = 2.102 107? § .10-% 25.10-% 138.10-° 
« aa i ‘ a“ 10-2 5 «£107? 25.10-% 13.10-3 


Die wahrend 30 Minuten produzierten Kubikmillimeter CO, wurden 
hierbei mit der Garung wahrend der gleichen Zeit in einem unvergifteten 
KontrollgefaB verglichen, dessen Leistung gleich 100 gesetzt und danach 
die Hemmung der iibrigen berechnet und als Funktion der Alkaloid- 
konzentration eingetragen (Abb.9 und 10). Es ist dabei nétig, den 
Eintritt der Vergiftung, die spitestens nach 15 Minuten eintritt, ab- 
zuwarten. 

Zusammenfassung, 


1. Die Abhangigkeit der Garung von Hefe-, Zucker- und Wasserstoff- 
ionenkonzentration wird untersucht. Die Induktionszeit der Hefe 
wird durch kurze Vorbehandlung bei schwach alkalischer Reaktion — 
in Zusammenhang mit der Bildung von Glykosephosphorsiure — 
aufgehoben. 

2. Es wird ein Verfahren angegeben, um die verschiedenen Fak- 
toren der Vergiftung der Garung durch die Chinaalkaloide — Ab- 
hangigkeit von der Alkaloidkonzentration, von der Dauer der Gift- 
wirkung, von dem pq wahrend der Gifteinwirkung — getrennt zu unter- 
suchen. Die Vergiftung erreicht erst nach 30 bis 60 Minuten langer 
Giftemwirkung ihr Maximum. 

3. Das fir die Giftwirkung giinstige py fallt mit dem Freiwerden 
der Alkaloidbase zusammen, wie durch Tropfenanalyse wahrscheinlich 
gemacht wird. Das erste Basendquivalent wird bei Vucin und Eucupin 
bereits bei 4,4 bzw. 5,3 frei gemacht, und diese Alkaloide besitzen — im 
Gegensatz zu Chinin und Optochin — bereits bei der entsprechenden 
H’-Konzentration eine hohe Giftwirkung. 

4. Der Vergleich der Giftwirkung der Glieder der Gruppe der 
Chinaalkaloide ist nicht durchfiihrbar bei bloBer Innehaltung der gleichen 
Aziditat wahrend der Vergiftung, sondern es miissen die physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der einzelnen Glieder in ihrer besonderen 
Abhangigkeit vom px beriicksichtigt werden. 


Vorbemerkung zu den Tabellen. Die erste senkrechte Spalte enthalt 
die Ablesungen in Minuten, die folgenden die Kubikzentimeter CO,, die 
liber den Tabellen angegebenen Gift- und Zuckerkonzentrationen bezeichnen 
die nach dem Vermischen bestehenden Verhialtnisse. So wurde z. B. in 
Tabelle XVI gemischt: 0,5 ccm Hefesuspension, 0,5 ccm gesittigte Gift- 
ésung, 0,5cem 15%ige Glykoselésung. 
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Tabelle I. 
bei gleicher Hefe-, aber verschiedener Glykose 


Anaerobe Garung 
In GefaB 26 Atmung der Hefe iy 


konzentration in Kubikmillimeter CQ,. 
Luft in Kubikmillimeter O,. 





:] 


Glykose: 


Nr. : 2 21 


6.5 5.8 

19.8 13 17,0 16 

38.5 36.5 34.5 29.5 
20) 51.0 50 45 39.5 


25 65 65.5 58 51 
31 84 83.5 76 64,75 


Tabelle Il. 


Garung bei verschiedenen Hefekonzentrationen in 3° 





Hefekonzentration 


Nr.: 


5.8 
20 
34.5 
51 
64 
86 
Tabelle Ill. 


Garung in verschiedenen Acetatpuffern. 





4,7 


23 


7.6 
13.5 
21 
380.5 
42.75 
57 
Tabelle 1V. 


Garung in verschiedenen Acetatpuffern. 





5,3 


24 


11 
20 


44 
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Tabelle V. 





Gaérung in verschiedenen Acetat- und Phosphatpuffern (20, 21, 23 Acetat. 
24, 25, 26 Phosphat ). 
Pu 5.0 53 5.6 6,0 6.5 7,0 
Nr 20 21 23 24 25 20 
i 
5 11.8 10.1 9.4 13 24 —15.8 
10 23 20.5 93 7 RR 3.85 
15 44.25 41 45 3 28.5 11 
20) 69.5 66 68.5 56 49.5 26 
25 95.5 G4 9H S65 77 45 
30 120 120 115 116 98.5 54.9 


Tahellk | i. 


Garung bei py 5,3 in 3 


Glykose mit verschiedenen Chininhydroehlorid- 


konzentrationen. In Gefa 20 gesittigte Lésung von Chinin- HCl, in den 





folgenden GefaiBen */,, 1),, ' .. |, dieser Konzentration, 26 ohne Gift. 

Nr.: 20 21 23 24 25 26 

) 

5 2.3 1.9 3 2.9 2.2 3.9 
10 5 4 6 5.8 4.8 5.5 
16 9.8 87 13 10 12 8.8 
20) 15 13.5 19 16 18 11 
25 20 19 24 21 23 12.6 
30 25 24 27.5 25.5 26 l4 
40 33 32 32.5 31.5 82.5 16 
50 37 36.5 37 37 37 1s 
60 41.5 40.5 41 41 41.5 19.5 
70 46 45 45 46 46 21 
sO 50 48.5 48.5 50 49 21 


Tabelle Vil. 


Garung mit fallender Chininkonzentration von 10-* bis 3,16. 10—* in den 
GefaBen 20 bis 24. Kontrolle ohne Gift in GefaB 25. Die Vergiftung erfolgte 


bei py 7,5 bis 8,0 waihrend 1 Stunde. 





Gitt 3,16. 10-4 10-4 3,16 . 10-5 10 

Nr. : 20 21 23 24 
i 

5 0,56 0,9 2,7 6,8 
10 1,6 1,9 6,7 13 
15 0,56 1,6 10) 20 
20 0,6 1,9 14 30 
25 0,6 1,9 18 39 
30 - 2.2 23 45 
35 1,6 27 57 
40 - 2,8 32 65 
45 - 3.4 37 75 


39 


55 





Wie vorher. 


P. Rona u. H. W. Nicolai: 


Vil. 


60 Minuten lange Vergiftung. 














101 


20 
1,7 1 5 05 
2 1 2 
2.5 1 2 
2.5 15 3.5 
3 2.5 55 
4 3 8 
+ 3.5 1 
4.5 4 2 
5 4.5 5 
5 5.5 2,5 
5 6 28.5 
5, 6,5 37 
6 7,5 41.5 
6 9 
5 9 59.5 
Tabelle IX. 
Wie vorher. 30 Minuten lange Vergiftung. 
20 23 24 25 
1,4 16 11 12 
1,1 29 30 28 
05 38 38 47 
1,1 51 55 68 
1,1 63 70 85 
1,4 78 88 109 
1,7 91 106 128 
106 0 0 
0 
17 12 30 41 
0,28 36 65 86 
—11 61 100 134 
— 87 137 0 
39 
0.5 3,1 111 0 87 
— 0,5 2.5 133 67 134 
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Tabe lle die 








Wie vorher. 1 Minute lange Vergiftung. 
Nr. 20 21 23 24 25 
0’ 
5 3 6 7 8 6 
10 5 11 13 14 12 
15 7 17 20 20 19 
21 9 23 29 29 27 
30 12 33 42 43 40 
40 15 46 57 58 55 
50 16 46 70 71 68 
60 18 67 85 8S 84 
70 21 80 99 102 98 
80 25 93 113 119 114 
99 28 106 135 130 
100 30 
110 31 
Tabelle XI. 
‘459 mol. Chinin, verschieden lange Vergiftung der Garung. 
Vergiftungsdauer : 15’ 5 1’ 10” 0’ 60’ 
Nr 20 21 23 24 25 40 
’ 
5 1,5 17 3 4,5 8,2 1,8 
10 3,0 15 6,5 11 fi 24 
15 4 14 12 19 9 3,0 
20 13 16.5 28 12,! 3,5 
25 5 12 21 35 16 3.5 
30 5 11,5 25 44 20 4,0 
40 7 8 36 65 29 45 
50 85 5 46 82 37 
69 10 2.5 55 101 46 
70 10,5 0 66 118 55 
71 0 
80 11 2.5 75 6.5 63 
90 12.5 5 85 21.5 70 
109 13.5 8 95 35,0 79 
110 14,5 10 104 50 88 
120 15 12 112 65 97 





P. Rona u. H. W. Nicolai: 


Tabelle XII. 


Wie vorher, aber */,,, mol. Chinin. 





Vergiftungsdauer: 


Nr.: 


49 

50 

60 

70 

72 0 

80 16 

871/, 

90 52 
100 : 39,5 87,5 
110 56.5 52 96 
111 0 

120 65 8 104 
130 85 $4.5 19 112 
14) 98.5 97 28,5 120 


Tabelle X111. 


Vergiftung der Garung bei py 5,0 mit verschiedenen Chininkérpern ohm 
vorherige Alkalisierung. Konzentration: 0,67°/ig, entsprechend etwa 
2. 10-? mol. 





Eucupin Vucin Optochin Chinidin 


20 21 24 


13.5 
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Tabelle XIV. 





Wilde Hefe. pg 5,3. Glykose 5°,. Vucin 10—* mol. in fallenden 
Konzentrationen. 
0 1 1, le 1/, * 
Nr.: 20 21 23 24 25 46 
y’ 
10 17 17 20 22 19 18 
20 34 24 32 36 33 34 
39 52 29 33 51 48 49 
40 67 33 52 66 63 64 
50 85 37 61 82 80 82 
60 100 40 70 97 96 97 
70 116 45 80 112 114 113 
80 131 48 87 112 128 129 
90 146 52 96 9 143 142 
92 0 0 0 
100 12 56 105 24 15 16 
110 27 59 112 39 30 31 
120 41 62 120 52 45 45 
130 7 65 128 68 61 61 
149 70 68 134 80 74 74 
142 0 
159 85 72 8.5 94 89 89 
160 107 102 101 


Wilde Hefe. py 5,3. 5°, 


Tabelle XV. 


Glykose. Chinidin 
Konzentrationen. 


. 10—? mol. in fallenden 





10 
20 
30 
40 

50 

60 

70 

80 

81 

90 
100 
101 
110 
120 
131 
132 
140 
150 
160 
170 
180 
190 


0 My 
20 21 
16 13 
29 25 
44 36 
58 46 
72 54 
85 62 
100 69 
114 75 
126 $1 
138 86 
151 91 
0 96 
23 100 
34 102 
45 104 
56 106 
67 107 
76 104 
86 110 


16 
29 
42 


63 
73 
82 


90 
97 
106 


111 
117 
123 
0 
12 


17 


28 
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101 
112 
122 


19 
43 


39 
47 
vO 
62 
69 


‘é 


91 


63 


P. Rona u. H. W. Nicolai: 


Tabelle XVI. 


Wilde Hefe. py 5,3. 5% Glykose. '/,-gesattigte Lésungen. 





Optochin Chinidin H,0 Chinin 


20 


= 
© pe 
cor or 


ge 


or 


_ 
—- © S gr 
or or or 


84 


cr 


Tabelle XVII. 
Wilde Hefe. 5,3. 5°, Glykose. Optochin 2. 10—-* mol. in fallende: 
Konzentrationen. 





Giftkonz. : 
Nr.: 


0’ 
5 
10 


15 


25 
30 


50 : 70 
60 ‘ 80 
88 
96 


100 

110 

116 

46 122 

65 126 

79 134 

90 138 

102 103 7 144 
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Tabelle XVIII. 


Wilde Hefe. 5,3. 5°, Glykose. Optochin 10—-* mol. in fallenden 
Konzentrationen. 











Die Verteilung der Milchsiure 
zwischen Wasser und Ather sowie Wasser und Amylalkohol. 
Bemerkung zu der gleichbetitelten Arbeit von R. Dietzel und E. Rosenbaum’. 
Von 
W. U. Behrens. 


Mitteilung aus der Sachsischen Landwirtschaftlichen Versuchsansta!t 
Leipzig-Méckern. ) 


(Eingegangen am 13. August 1927.) 


Kiirzlich veréffentlichten R. Dietzel und E. Rosenbaum Messungen 
iiber die Verteilung der Milchsiure zwischen Wasser und Ather sowie 
Wasser und Amylalkohol. Die Verfasser bemangeln, daB in den von 


J. Pinnow, E.Ohison, G. Riesenfels, R. Ege und mir ausgefiihrten 
Untersuchungen zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten dir 
elektrolytische Dissoziation der Milchsaéure unberiicksichtigt geblieben 
sei, und berechnen selbst den Verteilungskoeffizienten unter Beriick 
sichtigung der elektrolytischen Dissoziation der Milchséure in Wasser 
Sollen aus den Verteilungsmessungen Schliisse auf den Molekular 
zustand der Saéure in verschiedenen Medien gezogen werden, so ist es 
natiirlich notwendig, die elektrolytische Dissoziation der Saure in 
Wasser zu beriicksichtigen und zur Berechnung des Verteilungs 
koeffizienten die Konzentration der undissoziierten Saure zugrunde zu 
legen. Dienen die Verteilungsmessungen vor allem als Hilfsmittel fir 
analytische Untersuchungen wie in der Arbeit von R. Dietzel und 
E. Rosenbaum und in meiner Arbeit*, so ist es nach meiner Ansich' 
im allgemeinen nicht rationell, bei Aufstellung einer Beziehung zwischen 
der Konzentration und dem Verteilungskoeffizienten den letzteren 
stets auf die undissoziierte Saure umzurechnen, weil bei jeder praktischen 

' Diese Zeitschr. 185, 275, 1927. 

2 Zeitschr. f. analyt. Chem. 69, 97, 1926, vgl. insbesondere 8S. 106 «iv 
Unterscheidung zwischen der empirischen Interpolationsformel I o/1 
Beriicksichtigung der elektrolytischen Dissoziation und der Interpolation 
tormel II zur Berechnung des Assoziationsgrades im Ather mit Beri k- 
sichtigung der elektrolytischen Dissoziation. 
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Anwendung dann dieselbe Umrechnung vorgenommen werden muB. 
Es empfiehlt sich vielmehr, eine Beziehung zwischen den Gesamt- 
konzentrationen in beiden Lésungsmitteln zu ermitteln und fiir 
analytische Zwecke zu benutzen. 

Ich habe nun die sich aus den Messungen von R. Dietzel und 
E. Rosenbaum ergebenden Werte fiir den Verteilungskoeffizienten 
nachgerechnet und gelange dabei zu anderen Zahlen als die Beobachter. 
Bezeichnet man die Konzentration der Gesamtmilchsiure in Wasser 
mit ¢,, die Konzentration der undissoziierten Saure mit c, und den 
Dissoziationsgrad mit a, so laBt sich ¢,, nach folgender Formel finden: 

Cc, =¢, (l—a). 

R. Dietzel und E. Rosenbaum haben jedoch c,, offenbar mit Hilfe der 
unrichtigen Gleichung ¢,, = ¢,, — a berechnet. Vor allem im Bereich 
niedriger Konzentrationen sind die in der Arbeit angegebenen Werte 
fehlerhaft. Betragt z. B. c,, 0.2010 (Tabelle Il viertletzte Zeile), so 
ist c, = 0,1956 statt 0.1749, c,/c, = 9,73 statt 8,70, wihrend ohne 
die Korrektur sich c,,/¢, = 10,00 ergibt. Die unter Beriicksichtigung 
der elektrolytischen Dissoziation berechneten Verteilungskoeffizienten 
weichen von den direkt errechneten viel weniger ab, als es nach den 
Tabellen von R. Dietzel und E. Rosenbaum scheinen kénnte, ein Grund 
mehr, sich bei analytischer Verwertung der Zahlen die Umrechnung 
zu ersparen. 








Uber den Stoffwechsel der Hefe. 


Von 
Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 
(Eingegangen am 5. September 1927.) 


MiBt man den Stoffwechsel kauflicher Biackerhefen bei 20° in 
Bierwiirze, so findet man Werte wie die folgenden': 


Backerhefe der Fabrik Haak, Guben: 


Qo, = — 96 oe = + 192 Go, 


Qs: 
Backerhefe aus dem Fabrikbetrieb des Berliner Instituts fiir 

Garungsgewerbe : 
Qo, = — 78 Qe? = + 227 


Vo 
x: = 0,34 


G 
MiBt man unter den gleichen Bedingungen im Laboratorium ge- 


ziuchtete Reinkulturen von Heferassen, von denen die Technik bei 
der Erzeugung der Backerhefe ausgeht, so findet man beispielsweise : 


Rasse 12 des Berliner Instituts fiir Garungsgewerbe : 
Qo, 
Qs 

Die im Fabrikbetrieb geziichteten Backerhefen atmen also acht- bis 
zehnmal so stark, wie die im Laboratorium geziichtete Reinkultur. Dies 


spricht dafiir, daB die groBe Atmung der kauflichen Backerhefen keine 
integrierende Eigenschaft bestimmter Heferassen ist, sondern eine 


Qo, = -11 Qs: = + 240 = 0,04 % 


* Qo, Atmung, QR: = anaerobe Garung, beide in Kubikmillimeter 
(O, oder CO,) pro Stunde und Milligramm Trockensubstanz. 
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Kivenschaft, die bei der Fabrikation der Hefe entsteht und unter 


anderen Wachstumsbedingungen wieder verschwindet. Ich habe mich 
mit der Frage beschaftigt, welche MaBnahmen der Fabrikation die 


'vrobe Atmung erzeugen. 


Es gibt zwei Verfahren der Backerhefefabrikation, das alte ,, Wiener“ 


' Verfahren und das neue ,,Liiftungsverfahren“. Bei beiden Verfahren 


la8t man die Hefe zunichst in zuckerhaltigen Fliissigkeiten unter 


maBiger Liftung wachsen. Charakteristisch fiir das neue Verfahren 


ist die Fortsetzung und Steigerung der Liiftung zu einer Zeit, zu der 


‘die Hefe den Zucker der Nahrlésung schon wesentlich verbraucht 
‘hat. Dann wiachst die Hefe vorwiegend auf Kosten der Atmung 


(Alkoholverbrennung ?). Der technische Vorteil des neuen Verfahrens 


‘ist offenbar der, daB man pro Gramm verbrauchten Zuckers mehr 


Hefe erntet als bei dem alten Verfahren. 


Die oben angefiihrten kauflichen Backerhefen stammen von Be- 
trieben, die nach dem neuen Verfahren arbeiten. Nach dem alten 


' Verfahren arbeiten in Deutschland nur noch zwei Fabriken. Ich habe 


die Backerhefe einer dieser Fabriken (Christiansen in Flensburg) unter- 


‘sucht und folgende StoffwechselgréBen gefunden (Bierwiirze, 20°): 


Qo, 
Qs: 
G 
Wie man sieht, ist die Atmung dieser Backerhefe viel kleiner als 

die Atmung der nach dem Liiftungsverfahren gewonnenen Hefe ('/, 
bis ?/;). Handelt es sich hier nicht um Unterschiede der Rassen, sondern 
um Unterschiede in der Fabrikation, so mu8 es méglich sein, ausgehend 


Qo, = — 20 Nz = + 246 = 0,08. 


G 


- von einer Reinkultur, Hefen mit groBer oder kleiner Atmung zu ziichten, 


je nachdem man das neue oder das alte Verfahren der Technik nachahmt. 


Ich impfte Bierwiirze mit einer Ose der Heferasse 12, durchliiftete 


bei 30° und entnahm zwei Hefeproben zu verschiedenen Zeiten: die 


erste, als noch die Hauptmenge des Zuckers in der Wiirze vorhanden 
war, die zweite 3 Tage nach Verbrauch des Zuckers. Die Stoffwechsel- 
gréBen waren (Bierwiirze, 20°): 
Rasse 12 aus zuckerhaltiger Wiirze (Alter der Kultur 8 Stunden): 
Qo, 
Ne 


G 


Q,=—-ll Qi = +240 = 0,04. 
Rasse 12 aus zuckerfreier Wiirze (3 Tage nach Verbrauch des 
Zuckers weiter durchliiftet) : 


Qo, = — 49 Qe = +174 Qc 


. 
2 = 0,28. 
2 


Q5 








O. Warburg: 


Die Atmung der Rasse 12 stieg also bei der Durchliiftung in zucker- 
freier Liésung auf das Vierfache, das Verhaltnis Atmung/Garung auf 
das Siebenfache. 

Aus den angefiihrten Beobachtungen ist zu schlieBen, daB die 
grobe Atmung der kauflichen Backerhefe eine Eigenschaft ist, die 
bei der Fabrikation entsteht, wenn man die Hefe zwingt, auf Kosten 
der Atmung zu wachsen. Vielleicht kommt in der Technik, die nicht 
mit Reinkulturen arbeitet, hinzu, daB bei der Liiftung in zuckerarmer 
Lésung die stark atmenden wilden Hefen sich anreichern, die die Backer- 
hefen des Handels immer in wechselnder Menge verunreinigen. 


Methode. 


Der Stoffwechsel wurde manometrisch in zwei kegelférmigen! 
GefaBen gemessen, von denen das erste zur Atmungsmessung und das 
zweite zur Garungsmessung diente. Bei der sauren Reaktion der Bier- 
wirze (pq etwa 5,6) war die kompliziertere Anordnung, wie sie fiir 
Versuche mit tierischen Zellen notwendig ist, iiberfliissig. Im ein- 
zelnen war die Anordnung folgende: 





GefaB I GefaB II 


Einsatz. . . . . (03eem 5% KOH leer 

Birne ... . . | 0,3cem 5% KOH leer 

Heat , { '2cem Bierwirze j 2 ccm Bierwiirze 
auptraum - ~~ |) 0,005 cem Zellen 0,002 cem Zellen 
. Stickstoff, aber 

Gasraum ... . Luft . " 

Kupfer gegliht 


Temperatur. . . 20° 20° 


Die Versuchszeit betrug 10 bis 20 Minuten und war so kurz, dab 
die Vermehrung der Hefe waihrend der Messung nicht in Betracht 
kam. Auch aus anderen Griinden sollten bei derartigen Versuchen 
die MeBzeiten so kurz wie méglich sein. Denn es ist klar, daB Unter- 
schiede im Stoffwechsel, die durch verschiedene Ziichtungsbedingungen 
erzeugt worden sind, durch zu lange MeBzeiten wieder verwischt werden 
kénnen. 


Ich habe friiher? bei manometrischen Messungen des Hefestoff- 
wechsels nicht Bierwiirze, sondern glucosehaltige Phosphatlésung 
benutzt, ein Milieu, in dem die Hefe kaum wiachst, und das im 


1 Abbildung diese Zeitschr. 177, 471, 1926. 
2H. S. 81, 99, 1912. 
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allgemeinen der Bierwiirze vorzuziehen ist. Fiir die Untersuchung 
der Lebensbedingungen der Hefe aber — der Stoffwechseleigen- 
schaften der Rassen und des Stoffwechsels beim Wachstum — 
sind einfach zusammengesetzte Lésungen, wie Glucose-Phosphat, un- 
geeignet. Denn der Stoffwechsel vieler Heferassen andert sich beim 
Ubergang von dem natiirlichen Milieu zu einfachen Lésungen sehr 
erheblich. 


Herrn Dr. Glaubitz vom Berliner Institut fiir Garungsgewerbe 
méchte ich auch hier danken fiir die Uberlassung von Staémmen reiner 
Hefen sowie vielfache Belehrung iiber Ziichtung von Hefen. 








Uber die Wirkung 
von Kohlenoxyd und Stickoxyd auf Atmung und Girung. 


Von 
Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5. September 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im ersten Teile dieser Arbeit wird gezeigt, daB die Primarreaktion 
der Atmung eine Reaktion zwischen einem Atom Eisen und einem 


Molekiil Sauerstoff ist 
Fe +O, = FeQ,,. 

Im zweiten Teile wird versuchi, die Theorie der Atmung auf das 
Garungsproblem anzuwenden. Das Ergebnis ist, daB Atmung uni 
Garung ihrem chemischen Mechanismus nach verwandte Vorging: 
sind. Das Garungsferment reagiert zwar nicht, wie das Atmungs 
ferment, mit Kohlenoxyd, selbst nicht bei einem Kohlenoxyddruck 
von 60 Atmospharen, aber es bildet mit Stickoxyd eine dissoziierend: 
Verbindung 

1. Theorie der Verteilung. 

Bezeichnen wir das Atmungsferment mit Fe, so sind unsere Aus- 

gangsgleichungen 
Fe+ O, = FeO, 


Fe + CO = FeCO. 


Ist die Atmung klein, so ist 
iFeO 
— =? = 8. FeO, — B.Fe.Q,, 
dt " 
dFeCO 
dt 


= 2.FeCO—b.Fe.CO, 








on 


*m 
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wo Z und z die Geschwindigkeitskonstanten des Zerfalls und B und 6 
die Geschwindigkeitskonstanten der Bildung bezeichnen. FeO,, FeC O, 
Fe, Og und CO sind auf das gleiche Volumen zu beziehen. 

Im Gleichgewicht sind die Differentialquotienten nach der Zeit 
Null, also 


FeO, B 
Fe.0,~ 2 *™ ) 
FeCO 6 k . 
er es ae (6) 


k,, ist die Affinitatskonstante der Reaktion (1), keg die Affinitats- 
konstante der Reaktion (2). 
Dividieren wir (5) durch (6), so erhalten wir die Verteilungsgleichung 
FeO, CO B2z_ ko, 
FeCO'0,° Z'b~ keo 
in der also K das Verhaltnis der Affinititen des Atmungsferments zu 
Sauerstoff und Kohlenoxyd ist. 


K, (7) 


Strung durch die Atmung. Ist die Atmung nicht Null, so wird 
FeQ, nicht nur durch Dissoziation zu Fe und O, verbraucht, sondern 
auch durch die Atmung. Dann kommt in Gleichung (3) ein Glied 
Z'. FeO, hinzu 


d FeO, , _ 
——, 7? = Z. FeO, + Z'. FeO, — B.Fe.0,, 
wihrend Gleichung (4) unverandert bleibt, 
iFeCO 
-s >, = 2. FeCO—b.Fe.CO. 


Im stationiren Zustande sind die Differentialquotienten nach der 
Zeit Null, also 


FeO, B , 
Fe E O, Z j Z ko, (5a) 
FeCO b 
ped . 6 
Fe.00 ~ 2 = "°° ©) 
und nach Division von (5a) durch (6) 
FeO, CO = ee * 


; ; ” ak 8 
FeCO 0, Z24+2 6 keo (8) 

Die Atmung stért also das Gleichgewicht. ko, ist kleiner als ko, 
und folglich auch k kleiner als K. & ist nicht das Verhaltnis der Affinitaten 
ko./keo, sondern gibt nur den Minimalwert fiir dies Verhiltnis an, 


hon x k. (8a) 


co 








O. Warburg: 


Stérung durch Belichtung. Bei Belichtung andert sich die Ver. 
teilung des Atmungsferments zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd 
Beruht dies auf einem photochemischen Zerfall der Kohlenoxyid. 
verbindung des Atmungsferments, so wird FeCO nicht nur durch 
spontane Dissoziation zu Fe und CO verbraucht, sondern auch durch 
photochemische Dissoziation, und es kommt in Gleichung (4) ein Glicd 
hinzu, das der photochemischen Dissoziation Rechnung trigt. 


Bei der Ableitung der Gleichungen machen wir zur Bedingung 
daB das Licht beim Durchgang durch die Versuchsobjekte praktisch 
nicht geschwacht wird, eine Bedingung, die wegen der schwachen 
Absorption der Zellen experimentell leicht zu erfiillen ist. Dann 
ist die Lichtmenge, die von der Kohlenoxydverbindung des Atmungs. 
ferments in der Zeiteinheit absorbiert wird, 


—di=a.t.FeCO, (9 


wo ¢ die in der Zeiteinheit in das Objekt eingestrahlte Energie bedeutet 
und a den Absorptionskoeffizienten des FeCO. Die in der Zeiteinheit 
photochemisch zerfallende FeCO-Menge setzen wir der Zahl der von 
FeCO absorbierten Quanten proportional und erhalten dann! statt (4 

dFeCO — 


zat 
— 2. 10 —- 10 — 6. Fe.CcO i 
dt z. Fe( + hy FeC 6.Fe.( (4a) 


Im stationiren Zustand ist der Differentialquotient nach der 
Zeit Null. also 
FeCO b : 
—_—=— —— - = k,. 6a) 
Fe.CO , wt wi 
Z+2 
hy 


An Stelle von (6) tritt so (6a), wahrend Gleichung (5a) unver- 
andert bleibt, 
FeO, B ; . 
Fe.0,~ 240 ~ * Ga) 
Dividieren wir (5a) durch (6a), so erhalten wir die Verteilungsgleichung 
, at 
FeO, co - B ie” hy —k (9) 
FeCO 0, Z2+2Z Awe: a 
die fir t= 0 tibergeht in 


FeO, co. 86©B ae 
FeCO 0, 2426 ™™ 


1 hy = Energie des Lichtquantums fiir Licht der Frequenz ». 








Ver. 
oxyd 
ox yd. 
lurch 
lurch 
Glied 


yung 
tisch 
chen 
Dann 
ings- 


(9) 


putet 
nheit 

von 
t (4 


(4a) 


der 


(6a) 


iver- 


(5a) 


lung 


(9) 


(8) 
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Ein Vergleich von (9) und (8) lehrt, daB die Konstante der Ver- 
teilungsgleichung bei Bestrahlung gréBer wird, und zwar ist &,.) 


at 


* 


Vv 
mal 
groBer als Kaunkel P 


Experimentell von Bedeutung ist die GréBe 


Ak Kren — Kaunket ’ 
nach (8) und (9) 


at 
B ” hy 
k = . 10 
et oS ie (19) 
Aus (10) folgt fiir konstantes y 
Ak, i; 
— - 1] 
4k ft, (11) 
und fiir konstantes i 
oy, 4 (12) 
dk, Oh, VY 


zwei einfache Beziehungen, von denen sich (11) zur Priifung der Theorie 
eignet, (12) zur Bestimmung der Lichtabsorptionskurve des FeCQ. 


2. Berechnung des Quotienten FeO, FeCO aus der 
Atmungshemmung. 


Da die normale Atmung bis herab zu sehr niedrigen Sauerstoff- 
drucken unabhaingig vom Sauerstoffdruck ist, so verliuft die Bildung 
des FeO, schnell gegen den Verbrauch an FeQ,, und im stationaren 
Zustande liegt fast das gesamte Ferment als FeO, vor. In Kohlenoxyd 
kommt FeCO hinzu, so daB wir zwei Formen des Atmungsferments 
haben, FeO, und FeCO. Die reduzierte Form Fe ist in Kohlen- 
oxyd a fortiori zu vernachlassigen, da die Atmung in Kohlenoxyd 
kleiner ist. 


Sinkt in Kohlenoxyd die Atmung von A, auf A, so wollen wir 


A 
x = % (13) 


als den Atmungsrest und 


A,—A 
A, 


als die Atmungshemmung bezeichnen. 


=1—n (14) 
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Nehmen wir an, da8 der Atmungsrest zur Atmungshemmuny 

im Verhialtnis der beiden Formen des Atmungsferments steht, so 
haben wir 

FeO, 


n - 
FeCO 1—n’ (15) 
und die Verteilungsgleichung 
FeQ, CO 
FeCO Oy 
erhalt die Form - 2 
. k. (16) 
I—n O, 

Hier sind alle GréBen der linken Seite experimentell bestimmbar, 
n durch Atmungsmessung, CO und O, durch Gasanalyse. 

Verallgemeinerung. Die Atmung erreicht in der Regel bei kleinen 
Konzentrationen an verbrennlicher Substanz ein Maximum, das durch 
Zusatz von verbrennlicher Substanz nicht iiberschritten werden kann 
Dann sind die Oberflichen in der Zelle mit verbrennlicher Substanz 
gesaéttigt. Offenbar ist der Ansatz (15) nur fir ,,gesittigte’’ Zellen 
giltig. In ungesattigten Zellen liegt ein Teil des Atmungsferments 
brach, und bindet man diesen Teil an Kohlenoxyd, so wird die Atmung 
nicht gehemmt. 

Unter Sattigungsgrad verstehe ich den Bruchteil ¢ der maximalen 
Atmung fiir eine bestimmte Substanz. Ist beispielsweise die Hefe- 
atmung bei der niedrigen Zuckerkonzentration ¢ gleich 1 und steigt 
sie bei Zuckerzusatz maxima! bis auf 15, so ist bei der Zucker- 
konzentration c der Sattigungsgrad e = 1/15. Dann sind die speziellen 
Gleichungen (15) und (16) durch die allgemeineren Gleichungen 

FeO, en 
FeCO- 1l—en 

50. SR oy (16a) 
l—en O, 


(15a) 


zu ersetzen, in denen also n der Atmungsrest von Zellen ist, deren 
Sattigungsgrad e betragt. Fiir e — 1 gehen die allgemeinen Gleichungen 
wieder in die speziellen tiber. 


8. ky, und kg. 
In der Gleichung FeO, CO 
, © 


FeCO 0, 
heben sich die Dimensionen der GréBen heraus, so daB es gleichgiiltig 
ist, welche Einheiten man wahlt und ob man CO und QO, in Drucken 
oder Vol.-Prozenten ausdriickt. 
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Doch ist es nicht gleichgiltig, ob man unter CO/O, das Verhaltnis 
der Gase im Gasraum oder in der Lésung versteht, wegen der ver- 
schiedenen Léslichkeit des Kohlenoxyds und Sauerstoffs. Es ist, wenn 
ag und ap, die Absorptionskoeffizienten fiir Kohlenoxyd und Sauer- 


stoff bedeuten, 
= oS tte 0 
( Vo Das ; ( Yo / Gasraum HO, 


CO co 42 
( ) 3 ( ) - 0,75. 
O, O, Gasraum 
Je nachdem man also unter CO/O, das Verhaltnis der Gase im 
(;asraum oder in der Lésung versteht, erhalt man verschiedene Zahlen- 
werte fiir k. Wir unterscheiden sie als k,; und kg. Fiir 20° ist 
ky a 0,75 . kg. 


und fiir 20° 


Lésung 


Wir benutzen im allgemeinen kg, weil die Analyse (CO/O,)g,.sraum 
liefert und ago/ao, fir die Zellfliissigkeit nicht sicher bekannt ist. 
Die physikalische Bedeutung von k, ergibt sich, wenn wir in der 


Gleichung co 
n , 


I—n O, 


= ke 


n 
n= 0,5 setzen. Dann wird } =i. kg ist also dasjenige Ver- 
n 


haltnis der Gase im Gasraum, das éine Atmungshemmung von 50%, 
bewirkt. 
4. Einige Eigenschaften der Verteilungsgleichung. 


Die Gleichung 00 
n ; 


l—n 0, 


nach n aufgelést, ergibt o 
2 


kao 


0, 
is Foo 


CO 
0, 
+k 


und nach 1 — n aufgelést 


l—s= (18) 


~ CO 
0. 


Die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung ist also bestimmt 
durch das Verhiltnis CO/O, und eine Konstante. Verdiinnen wir ein 
Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch beliebig mit einem indifferenten Gas, 
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z. B. Wasserstoff oder Stickstoff, so andert sich die Wirkung auf d\ 
Atmung nicht!. 

Ist CO/O,= k, so wird 1—n=0,5, die Atmungshemmuny 
also 50%. Ist CO/O, groB gegen k, so wird 1 — n= 1, die Atmunys. 
hemmung also vollstandig. 

In Abb. 1 ist die Atmungshemmung | — n als Funktion von CO), 
aufgetragen, und zwar fiir drei verschiedene Werte von k. Wie man 
sieht, ist die Atmungshemmung fiir einen gegebenen Wert von CO), 
um so gréBer, je kleiner k ist. Ein kleines k bedeutet also eine hohe 
Empfindlichkeit der Atmung gegen Kohlenoxyd und umgekehrt. 





10 
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(7B casre 
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Abb. 1. Abb, 2. 














In Abb. 2 ist & als Funktion von n fiir CO/O, = 19 aufgetragen 
Die Funktion ist fiir photochemische Versuche wichtig, bei denen 
man CO/O, konstant halt, dn miBt und Ak aus An berechnet. dk dn 
wachst sehr stark mit n. 


5. Affinititen des Atmungsferments. 

Ist die Atmung Null, so ist k, der Verteilungsgleichung das Ver. 
haltnis der Affinitéten des Sauerstoffs und des Kohlenoxyds zu dem 
Atmungsferment. Ist die Atmung nicht Null, so ist k, der Minimalwert 
dieses Verhaltnisses. Doch gibt k, keine Auskunft iiber den absoluten 
Wert der Affinitaten. 

Da die absoluten Werte von fundamentaler Bedeutung sind, so 
ist folgende Rechnung von Interesse: 

Die Atmung der Hefe andert sich nicht merklich?, wenn wir mit 
dem Sauerstoffdruck von einer Atmosphire auf 0,02 Atmospharen 

’ Falls der Sauerstoffdruck nicht so niedrig wird, daB in den Zellen 


Sauerstoffmangel entsteht. 
2 Vgl. Abschnitt 12. 
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die eruntergehen. Rechnen wir mit einem Fehler von 2 °,, bei der Atmungs- 
messung, so ist, wenn wir mit n den Atmungsrest und mit py, den 
ung Sauerstoffdruck bezeichnen, 
is. FeO, 
- = ho,, (19) 
Fe.p . 
- Po, 
0 
2 n 
nan Oy" 
" (l—m) . po, 
sn Fiir n = 0,98 und po, = 0,02 Atmospharen 
0,98 c 
2500. 


(1 — 0,98).0,02 - 


Messen wir also den Sauerstoffdruck in Atmosphiren, so ist 
2500 der Minimalwert der Affinitaét des Sauerstoffs zu dem Atmungs- 
ferment. Bei einem Sauerstoffdruck von */s:99 Atmospharen ist die 
Sauerstoffverbindung des Atmungsferments héchstens zur Halfte 
dissoziiert. ko, > 2500. 

Da k ~ ko, /keo ist, so kénnen wir auch fiir keg eine Grenze an- 
geben. Setzen wir k = 9 (vgl. Abschnitt 8), so wird keyg > 280. Bei 
einem Kohlenoxyddruck von '/9.9 Atmospharen ist die Kohlenoxyd- 
verbindung des Atmungsferments héchstens zur Halfte dissoziiert. 


Anmerkungen zu 1 bis 5. 


Obwohl die Atmung eine Reaktion an Oberflichen ist, setzen wir 
die Reaktionsgeschwindigkeiten proportional den vorhandenen Massen an 
Ferment. Wir lassen also simtliche Fermentmolekiile gleichartig reagieren 
und unterscheiden nicht unldsliches, nichtreagierendes von ldéslichem, 


nt reagierendem Ferment. Dann ist es gleichgiiltig, ob die Fermentmolekiile 
en freibeweglich in Lésung oder fest in die Oberflachen eingelagert sind. 
An k; der Verteilungsgleichung enthalt einen Faktor 2, der von der 
Adsorption des Kohlenoxyds und Sauerstoffs an den Oberflachen herriihrt. 
Denn es ist 
CO\ co 
z- 
O,  Lésung | O, Oberflache. 
T- Aus der Konstanz von k folgt, daB x unabhangig von CO/O, ist, dab 
‘m also hier die Freundlichsche Adsorptionsisotherme nicht gilt. 
rt Lést man das Atmungsferment von den Oberflichen ab, so wird sich x 
- und damit k andern. Die Atmung intakter Zellen und die Atmung von 
Zellextrakten wird also verschieden empfindlich gegen Kohlenoxyd sein. 
ued 6. Hefe in Glucose-Phosphat. 
it In Phosphatlésung, die 1°, Glucose enthalt, sind Hefezellen mit 
a Glucose gesattigt (e€ 1). In diesem Falle ist die einfache Formel 
n CO ‘ 
, . k (16) 
I—n O, 


anzuwenden. 
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Tabelle I. 
Backerhefe in m/20 KH,PO,, m/18 Glucose. Dunkel. 





- Gasmischung in Vol.+°/, I 
< ; e. —— pomp Ro 


35 


(b) 


37.5 20 « : (a) 
. 4.4 ber. . (b) 


Tabelle I enthalt das Ergebnis von sechs Versuchen nach Daten 
der ersten Arbeit!. Jeder Versuch besteht aus einem Paar von Messungen 
a und b, bei zwei verschiedenen Werten von CO/O,. In dem b-Versuch 
ist CO/O, immer gréBer und auch, in Ubereinstimmung mit der Theorie. 


die Atmungshemmung. Doch sieht man aus der letzten Spalte der 
Tabelle, daB k& nicht konstant ist, sondern kleiner wird, wenn dix 
Atmungshemmurg zunimmt. Ich habe aus dem k des a-Versuchs dic 
Hemmung fiir den b-Versuch nach Gleichung (16) berechnet und in 
Kleindruck den experimentell gefundenen Hemmungen beigefiigt 
Der Abfall der k-Werte bedeutet, daB die gefundene Atmungshemmung 
rund 10°, zu groB ist. Die Abweichung von der Theorie ist systematisch 
und auBerhalb der Fehlergrenzen der Messungen. 

Immerhin sind die Abweichungen nicht sehr groB. Man hat den 
Eindruck, daB die Theorie im Prinzip stimmt und daB die Abweichungen 
von irgendwelchen Stérungen herriihren. In erster Linie war dabei 
an die Garung zu denken, die zunimmt, wenn die Atmung abnimmt 
Zellen, die verschieden stark giaren, sind nicht unter gleichen inneren 
Bedingungen, die bei der Ableitung der Gleichungen vorausgesetzt 
wurden. 

Um Stérungen durch die Garung zu vermeiden, habe ich den 
Zucker der Phosphatlésung durch andere verbrennliche Substanzen 
wie Athylalkohol oder Essigséure ersetzt, ohne im iibrigen die Versuchs 


anordnung wesentlich zu andern. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471, 1926; der dort beschrieben¢ 
Versuchsanordnung habe ich nichts hinzuzufiigen. 
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7. Hefe in Alkoholphosphat. 


In Phosphatlésung, die 1% Athylalkohol oder 0,06°%, Essigsiure 


enthalt, sind Hefezellen gesattigt (e = 1). Auch in diesem Falle ist 
also die einfache Forme] 
‘ 

= n K. 0 k (16) 
b) l—n O, 
5) unzuwenden . 
b) Die Hefesuspensionen wurden in alkohol- oder essigsiurehaltiger 
a) Phosphatlésung einige Stunden vor Beginn der Hemmungsversuche 
b) mit Luft geschiittelt, um das Maximum der Atmung zu haben, das 
a) nicht immer sofort bei Zusatz der verbrennlichen Substanz da ist. 
D) Tabelle IT enthalt ein Versuchsbeispiel mit allen experimentellen Einzel- 
.) heiten, Tabelle III] das Ergebnis von fiinf Versuchen. Die k-Werte 


») der a- und b-Versuche stimmen so gut iiberein, als dies bei der Genauig- 





.) keit der Messungen mdglich ist. Am schlechtesten stimmen sie in 
») Versuch 1. Berechnen wir fiir diesen Versuch aus a die Atmungs- 
' hemmung fiir b, so ergibt sich 63 gegen 66°, eine Differenz, die in 
en . ‘ 
den Grenzen der MeBfehler liegt. 
ren 
ach Das Ergebnis ist, daB die Abweichungen von der Theorie ver- 
rie schwinden, wenn man den Zucker durch Alkohol oder Essigsiure 
der ersetzt. Mégen die Abweichungen in Zucker nun mit der Garung 
die zusammenhangen oder nicht, jedenfalls ist durch die Alkohol- 
° t 
dlie 
in Tabelle 11. 
at Backerhefe in m/20 KH,PO,, m/5 Athylalkohol. 20°. Dunkel. 
ny 
ch Gefa6 1 GetaB 2 GefaB 3 GetaB 4 
Pe «06 He 44 0.3cem KOH 0.3com KOH 03ccom KOH 03com KOH 
en i _| 2ecmHefesusp. 2ccmHefesusp. 2ccmHefesusp. 2ccm Hefesusp 
Hauptraum | mit 8cmm Hete | mit 8cmm Hete mit 8cmm Hefe mit 8cmm Hefe 
* Volumina in ccm Vv, 23 V,, 13,07 Up 2,3 U,, 13,89 Up 2,3 v,; 13,65 Up 2,3 UV, 13,88 
* GetiSkonst. in qmm ko, = 1,23 ko, = 1,30 ky, = 1,28 ky, = 1,30 
- Gasraum ..... Luft | Luft Luft Luft 
zt mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
Nach 10’ — 16 19,6 145 188 —15,0 192 —145 188 
Nach 38 : ‘ ws as “0 9 . 
on ach 3 Std} on | 4s 3 | — at 8 | at 88.7 | — 4082 
Schitteln | 
n ’ ¥ ¥ ¥ 
18°%/9 Og, 5°/9 Oo, 5.8°%9 Oo, 
s Gasraum  ..... Luft 82/6 cd 95°) Ne 04,20 + CO 
mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
¥ 10’ — 195 — 13 —19 —7 
20’ —39 48 —25.5 32 —38 486 14 182 
n 0,693 n 0,38 
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Tabelle 111. 
Backerhefe in m/20 KH,PO, mit Alkohol oder Essigsiure. Dunke! 





Nr. Verbrennliche Gasmischung in Vol.+°/o Hemmung der 


—_—- in °/ 
Substanz co 0. Atmung in °/> 


G 





Athylalkohol 81 19 29 , (a 
0,22 mol. 94,7 53 66 3 ib 


60 6,8 54 6 (a 
89,4 10,6 54 = (b) 


40,1 44 a B (a) 
88.6 11.4 50 . (b) 


82 18 31 (a) 
” 94,2 58 62 9 (b) 


Essigsaure 90 10 47 (a) 
0,01 mol. 95 5 65 (b) 


versuche die Verteilungstheorie verifiziert. Primarreaktion der 
Atmung ist 
Fe + O, = FeO, 
und die Gletchung der Kohlenoxydwirkung 
FeO, + CO = FeCO + Oy. 


Der Zahlenwert der Konstanten k, ist im Mittel 9, der Konstanten 
k, im Mittel 7. Das Atmungsferment bindet also Sauerstoff mindestens 
siebenmal fester als Kohlenoxyd. 

Berechnen wir noch das Verhiltnis CO/O,, das mit k= 9 nétig 
ware, um die Atmung um 99 %, zu hemmen. Es ergibt sich CO/O, = 8) 
ein Verhaltnis, das man zwar experimentell erzeugen, bei dem man 
aber die Atmung wegen des niedrigen Sauerstoffdruckes nicht mehr 
messen kann. Wird also die Atmung durch Kohlenoxyd nicht ,,voll- 
standig’’ gehemmt, so beruht dies nicht auf der Existenz von zwei 
verschiedenen Atmungsfermenten, sondern auf den Eigenschaften der 
Verteilungsgleichung. 

8S. Hefe in reinem Phosphat. 


Backerhefe in reinem, von verbrennlicher Substanz freiem Phosphat 
ist ungesattigt (e< 1). In diesem Falle ist die allgemeine Verteilungs- 
gleichung 

én co 
° (16a) 
l—en O, 

anzuwenden. 

Backerhefe in reinem Phosphat atmet mit dem respiratorischen 
Quotienten 1, verbrennt also Zucker, der aus ihrer Substanz fiir (ir 
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Atmung mobilisiert wird. Um hier ¢ zu bestimmen, miissen wir die 
maximale Atmung durch Zusatz von Zucker (nicht etwa Alkohol oder 
Essigsiure) erzeugen. Ich finde die Atmung Qo, in reiner Phosphat- 
lisung im Mittel gleich 5*, und die Atmung in 1 ®% Zucker, die maximal 
ist, im Mittel gleich 75. Der Sattigungsgrad ist also 


é = — = 0,067. 


Wir berechnen mit ¢ = 0,067 und k= 9 das Verhiltnis CO/O,, 
das nétig ware, um die Atmung der ungesattigten Zellen um 70°, 
zu hemmen, und finden nach Gleichung (16a) CO/O, = 440 gegeniiber 
CO/O, = 21 fiir gesattigte Zellen. 

Wir berechnen ferner das Verhaltnis C O/O, fiir die Bedingung n = 1 

co l—é 

0 . é 

2 

und finden mit ¢ = 0,067 und k= 9 CO/O, = 126. Dies ist der Grenz- 
wert von CO/O,, tiber den man hinausgehen muB, um in Zellen mit 
dem Sattigungsgrad '/,, eine Kohlenoxydwirkung zu erzeugen. Da 
nun bei unserer Versuchsanordnung das Verhaltnis CO/O, héchstens 25 
ist (96°, CO und 4% O,), so folgt, daB Kohlenoxyd die Atmung der 
ungesattigten Zellen nicht hemmen wird. Der Versuch ergah: 


Backerhefe in m/20 KH,PO,. *20°. Dunkel. 





95% Na, 5% Op | 95% CO, 5% Og 
Zell 


40 cmm en: 2com | 40cmm Zellen : 2ccm 
Sauerstoffverbrauch | Sauerstoffverbrauch 
emm O, emm O, 
In 20’ 15,1 15,1 
» 2 13,9 13,2 
+ a 11,3 12.0 
» 40 19,5 20,2 
In 100’ 59.8 60,5 


Die Atmung, die in reiner Phosphatlésung langsam absinkt, wurde 
also in Ubereinstimmung mit der Theorie durch 95% Kohlenoxyd 
nicht gehemmt. — 


Hefe in reiner Phosphatlésung ist nicht unter allen Umstinden 
ungesattigt, sondern es kommt darauf an, unter welchen Bedingungen 
die Hefe geziichtet worden ist. Hefe aus Bierbrauereien hat wie Backer- 
hefe in reiner Phosphatlésung eine geringe Atmung, die aber durch 


emm O ; ' : 
: das Hefegewicht in Trockensubstanz 


* Qo, 


ausgedriickt. 


mg Hete « Stunden’ 
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Zusatz von Zucker nicht wesentlich beschleunigt werden kann. Solche 
Hefe ist auch ohne Zusatz von Zucker gesattigt und sollte durch Kohlen- 
oxyd gehemmt werden. Der Versuch ergab: 


Hefe der Berliner Hochschulbrauerei in m/20 KH,PO,. 20° Dunk 





95% Na, 5%o Os 95% 9 CO, 5% Os 
100 cmm Zelien :2ccm 100cmm Zellen : 2ccm 
Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch 


cmm O, cmm Op, 


25 7 
21 5 
22 5 


Die Atmung der Bierhefe wurde also in reinem Phosphat gehemmt 
und zwar ebenso stark, wie die Atmung der Bickerhefe in Glucose. 
phosphat. 

Anmerkungen zu 8. 


1. Bei der Anwendung der Gleichung (16a) haben wir mit k 9 ge. 


rechnet und damit angenommen, daB die Verteilung des Atmungsferments 
zwischen Kohlenoxyd und Sauerstoff die gleiche ist, ob die Zellen gesittigt 
sind oder nicht. Nach Gleichung (8) trifft diese Annahme nicht zu, sondern 
es ist wegen der kleineren Atmung & fiir ungesittigte Zellen gréBer als fiir 
gesittigte Zellen. Wahrscheinlich macht diese Anderung von k wenig aus 

2. Ungesattigte Zellen sind nicht nur gegen Kohlenoxyd unempfind 
licher, sondern auch gegen andere atmungshemmende Substanzen. Z. B 
wurde fiir Blausiure gefunden: 


Backerhefe, 20°. Gasraum Luft. 





In m/20 KH, PO, ohne Glucose In m/20 K Hy PO, mit m/18 Glucose 


Atmungshemmung Atmungshemmung 
durch 10° n HCN: Null durch 10° n HCN: 28% 
durch 10-*n HCN: Null durch 10-*n HCN: 80% 
durch 107° n HCN: 61% durch 10-° n HCN: 100% 


3. R. Emerson’ hat in diesem Laboratorium gefunden, daB die Atmung 
der Chlorella unter gewissen Bedingungen durch Kohlenoxyd und Blauséur 
gehemmt wird, unter anderen Bedingungen nicht. Qualitativ ahnlich sind 
diese Erscheinungen bei Chlorella und Hefe quantitativ so verschieden, 
daB sie nicht nach dem gleichen Prinzip erklart werden kénnen. 


9. Wirkung des Lichtes. 


Nach Daten der ersten Arbeit? sank die Atmungshemmung in 
95° Kohlenoxyd und 5%, Sauerstoff von 71 auf 14%, wenn Hefe in 


1 R, Emerson, Journ. General Physiol. 10, 469, 1927. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471, 1926. 
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(;lucosephosphat belichtet wurde. Wenden wir auf diesen Fall die 
(leichungen (8) und (9) an und rechnen, weil der Sattigungsgrad 1 ist, 
mit der einfachen Gleichung 

n A 0 k, 

Il—n O, 
so war Kagnke: = 7,8 und &,, = 116. Die Belichtung wirkte, als ob 
die Affinitat des Atmungsferments zu Kohlenoxyd auf '/,; des Dunkel- 
wertes verkleinert wiirde. Ist nun nach Abschnitt 6 der Minimalwert 
der Konstanten 
FeCO 


ke ) 
. Fe. peo 


(20) 
im Dunkeln 280, so war er im hellen, bei der angewandten Licht- 
intensitaét 19. 

Bei der Bestrahlung von Hefe in Kohlenoxyd sind die Wellen- 
langen 436, 546 und 578 wu photochemisch wirksam!. Das Atmungs- 
ferment ist eine gefarbte Substanz, deren Lichtabsorptionskurve nach 
Gleichung (12) bestimmt werden kann. 


10. Andere Versuchsbedingungen und Objekte *. 


An Heferassen habe ich auBer kauflichen Baickerhefen und Bier- 
hefen gepriift: Rasse M, Rasse XII, Rasse U und Torula utilis, alle vom 
Berliner Institut fiir Garungsgewerbe; an Suspensionsfliissigkeiten 
auBer Phosphat: Bierwiirze, Citrat nach Soerensen (py 3), Glykokoll- 
Natronlauge nach Soerensen (pq 10), die beiden letzteren mit 1 °,, Alkohol. 
Immer fand ich, daB 95°, Kohlenstoff und 5° Sauerstoff die Atmung 
im Dunkeln stark hemmte. Wie die Hefen, verhielt sich ein Staphylo- 
coccus albus. Nicht gehemmt wurde die Atmung der roten Vogelblut- 
zellen, eine Ausnahme, die insofern interessant ist, als diese Zellen 
vorwiegend aus Haimoglobin bestehen, das bei dem Atmungsversuch 
in Kohlenoxydhamoglobin verwandelt war. 

Bei Versuchen mit Geweben tritt die Schwierigkeit auf, daB der 
niedrige Sauerstoffdruck zur Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff 
nicht ausreicht. Man hat hier den Fall, daB die Objektdicke gréBer 
ist als die ,,Grenzschnittdicke“* und muB sich fragen, ob es unter 
solehen Umstanden méglich ist, eine Atmungshemmung nachzuweisen. 


! O. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471, 1926. 

2 Vgl. hierzu auch J. B.S. Haldane, Nature 1927. J. B.S. Haldane 
fand, daB Kohlenoxyd-Sauerstoffgemische, die nach meinen Hefeversuchen 
die Atmung hemmen, auf Galleria mellonella und Lepidium sationum 
lihmend wirken (Bewegung, Keimung). 

* O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
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Wir denken uns eine Gewebelamelle und bezeichnen mit 
xq, den Sauerstoffverbrauch des Gewebes ohne Kohlenoxyd, 


Xo, oi mit 


102 ” 
Kohlenoxyd, 

qo, den Sauerstoffverbrauch der Gewichtseinheit Gewebe mut 
Kohlenoxyd, 

D_ die mittlere Dicke der Gewebelamelle, 


der Gewichtseinheit Gewebe ohne 


d . Grenzschnittdicke ohne Kohlenoxyd, 
d’ ” mit 


” 


Ist D groéBer als d und auch gréBer als d’ und beziehen wir alle 
x- und g-Werte auf gleiche Zeiten, so ist 
Sy, ar. (21) 
XO. qo. d 
Ist der Sauerstoffdruck in der umspiilenden Lésung ohne und mit 
Kohlenoxyd gleich, so ist nach einer friiher abgeleiteten Formel! 
d’ ats qo. 


d qo, 


(22) in (21) eingesetzt, ergibt 


Xo, a qo, (23) 


= , 


TO, qo, 


das heiGt, die verbrauchten Sauerstoffmengen verhalten sich wie die 
Wurzeln aus den AtmungsgréBen. 


Es zeigt sich also, daB eine etwa vorhandene Atmungshemmung 
teilweise, aber nicht vollstandig verdeckt wird. Sie wird teilweise 
verdeckt, weil sich um so mehr Gewebe an der Atmung beteiligt, je 
kleiner der Sauerstoffverbrauch der Gewichtseinheit ist. Die Atmungs- 
hemmung wird nicht vollstandig verdeckt, weil die Gewebemenge, lic 
atmet, nicht in demselben MaBe zunimmt als der Sauerstoffverbrauch der 


Gewichtseinheit abnimmt. Es ist nicht - = > sondern — = J =. 
d 70. d qo, 

Bei der Ausfiihrung der Versuche empfiehlt es sich, mit und ohne 

Kohlenoxyd dieselbe Gewebelamelle zu benutzen, also die Gasgemische 

hintereinander auf dasselbe Objekt einwirken zu lassen. Anstatt die 

Gasgemische auszuwechseln, ist es bequemer, abwechselnd zu belichten 


1 Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
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und zu verdunkeln. Hinreichend starke Belichtung wirkt ja wie cin 
Ersatz des Kohlenoxyds durch ein indifferentes Gas. Hat man ferner 
Zellen, die giiren, so ist es einfacher, statt der Wirkung auf die Atmung 
die Wirkung auf die Garung zu messen. 

Tabelle 1V ist eine Zusammenstellung der Versuche. Das Ver. 
haltnis CO/O, war bei allen Versuchen gleich, namlich 8,5. Grolk 
Wirkungen wurden gefunden fiir Leber, Chorion und Netzhaut, kleiner 
fiir Embryonen und ein Sarkom der Ratte, keine Wirkung (in der 
Tabelle nicht angefiihrt) fiir ein Sarkom! des Huhns. 


Das Ergebnis ist, daB das Atmungsferment nicht nur in Hefe 
sondern sehr allgemein mit Kohlenoxyd reagiert, und daB die hierbei 
entstehende Verbindung nicht nur in Hefe, sondern sehr allgemein 
durch Licht gespalten wird. 


11. Verwandtschaft des Atmungsferments mit dem Himoglobin. 


Hamoglobin (Hb) verteilt sich zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd 
nach der Gleichung 
HbO, CO | 


a. | 24 
HbCO O, (4) 


Kohlenoxydhamoglobin wird, wie John Haldane 1897 fand?, bei 
Belichtung gespalten, wihrend Oxyhamoglobin im Lichte bestandig 
ist. Deshalb nimmt K der Gleichung (24) bei Belichtung zu: 


‘ = a 
Kien > Kaunxei- (25) 


Die Ausdriicke (24) und (25) fassen eine Reihe sehr spezieller 
Eigenschaften des Hamoglobins zusammen, die nach dem _ vorher-. 
gehenden auch Eigenschaften des Atmungsferments sind. Aus der 
Haufung gleicher und ganz spezieller Eigenschaften, die hier vorliegt 
folgt, daB das Atmungsferment eine Eisenpyrrolverbindung ist. in 
der das Eisen wie im Hamoglobin an Stickstoff gebunden ist. Es war 
kein Zufall, daB das an Stickstoff gebundene Eisen der Blutkohlen 
Reaktionen zeigte*, die charakteristisch fiir das Atmungsferment sind 


Bedenkt man, daB Kohlenoxyd bei gewéhnlicher Temperatur 
ein chemisch fast indifferentes Gas ist, so bedarf der SchluB, dal 
Atmungsferment und Hamoglobin verwandt sind, keiner naheren 
Begriindung. Notwendiger erscheint es zu begriinden, warum Atmunygs. 





' Rous-Sarkom. 

* Haldane und Smith, Journ. of Physiol. 20, 497, 1896. Hartridg 
und Roughton, Proced. Roy. Soc. B. 94, 336, 1923. 

3 Warburg und Brefeld, diese Zeitschr. 145, 461, 1924. 
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ferment und Hamoglobin nur verwandt und nicht identisch sind. Es 
geniigen dazu die folgenden vier Zahlen’: 





Atmungsferment der Hefe Hamoglobin 
"eO, CO 9 HbO, CO 
FeCO Og HbCO Og 
FeO, = 2500 HbO, a 50 
Fe. Po, Hb. Po, 


~ 001 


Eine mit dem Hamoglobin verwandte Substanz, die weit verbreitet 
in Zellen vorkommt, ist das Keilinsche Cytochrom®. Auch Cytochrom 
ist nicht identisch mit dem Atmungsferment. Denn Cytochrom reagiert 
nicht mit Kohlenoxyd®. 


Es ist merkwiirdig, da8 Kohlenoxyd, obwohl es nicht mit dem Cytochrom 
reagiert, die Oxydation des Cytochroms an der Luft verhindert. Dem 
Anschein zum Trotz ist Cytochrom nicht autoxydabel, sondern es ist det 
aktivierte Sauerstoff des Atmungsferments, der das Cytochrom in der 
Zelle oxydiert. 

Was die Funktion dieser interessanten Substanz anbetrifft, so gibt 
es zwei Méglichkeiten, zwischen denen man so lange nicht entscheiden 
wird, als es keine Methoden gibt, um das Eisen des Cytochroms und das 
Eisen des Atmungsferments zu bestimmen. Bezeichnen wir die Reduktions- 
form des Cytochroms mit Z, seine Oxydationsform mit ZO, ohne damit 
iiber die Wertigkeit des Fisens in ZO, etwas aussagen zu wollen — und die 
verbrennende Substanz mit C, so ist die erste Méglichkeit 


Fe +0,= FeO, \ 
FeO, + Z Fe +- ZO, >) aerob 
20, +C =2Z + co,) 


Dann wire das Cytochrom eine ,,Peroxydase“ und als solche ein 
Bestandteil des Atmungsferments im weiteren Sinne. 


Die zweite Méglichkeit ist 


Fe + O, FeO, aerob, 
Fe +Z0O, = FeO, + Z, anaerob, 
FeO, + C Fe + CO, 


Dann wire das Cytochrom kein Teil des Atmungsferments, sondern 
wiirde in der Zelle dieselbe Rolle spielen, wie das Hamoglobin auBerhalb 
der Zelle. 


‘ po, ist in Atmospharen ausgedriickt. 

2 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London, B, 98, 312, 1925; 100, 129, 1926. 

’ O. Warburg, Naturwissenschaften 15, H. 26, 1927 (Vortrag in der 
Royal Society vom 12. Mai 1927). D. Keilin, Le Cytochrome. Paris 1927 
(Vortrag in der Société de biologie vom 27. Mai 1927.) 
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12. Blausiurewirkung bei verschiedenen Sauerstoffdracken. 


Wiirde die Blausiure, wie das Kohlenoxyd, mit der reduzierten 
Form des Atmungsferments reagieren, so ware die Primarreaktion 
der Blausaurewirkung 

Fe+ HCN = FeHCN, 
die Bilanzgleichung 
FeO, + HCN = FeHCN + O, 
und das Gleichgewicht 
FeO, HCN —. 
Fe(HCN) O, 
und die Blausaurewirkung miiBte in gleichem MaBe von dem Sauerstoff- 
druck abhangig sein, wie die Kohlenoxydwirkung. 


Versuchsanordnung. 


Das Versuchsobjekt war Backerhefe, suspendiert in m/20 KH, P00, 
und m/100 Essigsiure, die Suspension zur Herstellung stationarer 
Verhiltnisse vor dem Versuch 2 Stunden mit Luft geschiittelt. Der 
Sauerstoffdruck wurde zwischen einer Atmosphare und !/,, Atmosphare 
variiert, die Blausiure war 1,5. 107‘ n. 

Bei allen Versuchen mit niedrigen Sauerstoffdrucken ist die Gefalhr, 
daB Sauerstoffmangel in den Zellen entsteht, wodurch Wirkungen vor 
getauscht werden. Die Zellsuspensionen miissen so diinn wie médglich, 
die Suspensionsvolumina so klein wie méglich sein. Man muB8 sehr schnell 
schiitteln und darf nicht, wie es sonst iiblich ist, wahrend des Ablesens 
anhalten. Endlich miissen die Versuchszeiten so kurz sein, da die 
Destillation der Blauséure in den Kalilaugeeinsatz die Konzentration 
der Blauséure im Hauptraum nicht merklich vermindert. Die Anordnung 
ohne Kalilaugeeinsatz, mit der wir im allgemeinen die Blaus&éurewirkung 
messen, war bei niedrigen Sauerstoffdrucken wegen der zu groBen Fliissig 
keitsvolumina unzweckmaBig. 

Tabelle V enthalt ein Versuchsbeispiel. Ay, die Atmung ohne 
Blauséure, ist zwischen 2,9 und 97 Vol.-°%, Sauerstoff gleich. A, die 
Atmung in 1,5.10~‘n Blauséure, betragt bei allen vier Sauerstoff- 
drucken rund 40°, von A», d.h., die Blausdurewirkung ist in den 
gepriften Grenzen unabhangig vom Sauerstoffdruck. 

Es geht daraus hervor, daB die Blausdure nicht mit der reduzierten 
Form des Atmungsferments reagiert, wenn sie die Atmung hemm( 
Bemerkenswerterweise ist auch das zweiwertige Eisen des Hamoglobins 
unempfindlich gegen Blauséure. Oxydiert man aber das Hamoglobin 
zu Methamoglobin, so tritt eine starke Affinitat zu Blausaure auf 
Methaémoglobin reagiert, im Gegensatz zu Hamoglobin und Oxy- 
hamoglobin, mit Blausturekonzentrationen, wie sie fiir die Atmungs- 
hemmung in Betracht kommen. 
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Tabelle V. 


Backerhefe in m/20 KH,PO,, m/100 Essigséure. 20°, 





Casraum 9 Og | 52 Volo Op 21 Vol»%o Og 97 Vol -%/o (RestsNg) 


lecm Suspension Iiccm Suspension lccm Suspension 1 ccm Suspension 
Heuptreum ---- Scmm Zellen 5cmm Zellen 5cmm Pelien 5cmm Zellen 


0,5ccom KOH 0.5ccom KOH 0.5ccom KOH 05ccom KOH 


Volumina in ccm . vUpls ¥ 15,27 Upls Ug 15,25 vpls Ve 14,77 vp ls Vv, 15,13 


GefaBkonst. in gam ko, == 1,43 ko. = 1,43 . ko, = 1,38 ko, = 1,42 
Nach 30’ — 24.5 mm — 25,0 mm — 25,0 mm — 25,0 mm 
35 cmm 35,7 cmm 34.5 emm 35,5 emm 
y y ¥ ’ 
1,5.10-*n HCN 1,5.10-*n HCN 1,5.10-*n HCN 1,5.10-*n HCN 
— 11,0 mm — 95mm 10,5 mm — 115mm 
158 emm 13,6 emm 14.5 emm 16.3 cmm 


0,45 0,39 041 0,46 


13. Absorptionskoeffizient der Blausiure. 


Fiir viele Versuche mit Blausdure ist die Kenntnis des Blauséure- 
dampfdrucks wichtig. Eine einfache Bestimmungsmethode ist folgende: 


In die Birne eines kegelf6rmigen GefaBes! bringt man titrierte Kalium- 
cyanidlésung, in den Hauptraum eine Saéurelésung, deren Séure geniigen 
muB, um die Blauséure aus dem Kaliumcyanid in Freiheit zu setzen. Man 
hingt in den Thermostaten ein, gleicht Temperatur und Druck aus, gibt 
dann den Inhalt der Birne in den Hauptraum und schiittelt, bis der positive 
Druck nicht mehr zunimmt. Zu beachten ist, daB das Kaliumeyanid frei 
von Kohlensaéure ist, was durch Zusatz von Bariumchlorid und Zentrifugieren 
leicht erreicht wird. 

Ist x die Blaus&iuremenge in der Birne in Kubikmillimetern, H der 
entstandene Druck und P, der Normaldruck der Sperrfliissigkeit, a der 
Absorptionskoeffizient der Blauséiure, 7 die absolute Versuchstemperatur, 
vg das Volumen des Gasraums und rp das Volumen der Fliissigkeit im 
MeBgefaB, so ist 
Hy 273 
P,\"6 7 


+t, a): (26) 


} 


Beim Versuch war die Saéurelésung im Hauptraum m/2 KH,PO,, die 
Kaliumeyanidlésung in der Birne war n/10, ferner 


x 4480 cmm Up 2200 emm "Gg 13600 emm 
H + 83 mm P, 10000 mm 
T 293° 

woraus nach (26) folgt 


240. 


1 Form vgl. Abb. 1, diese Zeitschr. 177, 471, 1926. 
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Kennt man a, so kann man fiir beliebige Gas- und Fliissigkeitsvolumi: 
den Partialdruck H der Blauséiure berechnen, der entsteht, wenn in e 
GefaB x cmm Blauséure hineingebracht werden 


ion P Dys 
m= Ps 273 (26a) 
Vg T + r@ 
Im allgemeinen ist rg klein gegen rpa, so daB (26a) iibergeht in 
x 
B= P,- . (26b) 
Ope 


Dann ist H unabhangig vom Volumen des Gasraums. 

Bei dem in Tabelle V wiedergegebenen Versuch war der Dampfdruck 
der Blauséure, nach Gleichung (26 b) berechnet, 0,14 mm. Man sieht daraus, 
daB Anderungen des Blausiuredrucks manometrisch ganz zu vernach- 
lissigen waren. 


14. Schwermetall in giirenden Zellen. 


Die Bildung dissoziierender Blausiure- und Schwefelwasserstoff- 
verbindungen ist eine dem Atmungs- und Garungsferment gemeinsame 
Eigenschaft!. Ist nun die Schwermetalltheorie der Atmung bewiesen, 
so ist es im Prinzip auch die Schwermetalltheorie der Gairung. Ver- 
stehen wir unter dem Garungsferment mit Pasteur die Substanz, die 
den Sauerstoff innerhalb der Molekiile bei der Garung verschiebt, so 
ist die energieliefernde chemische Reaktion der lebendigen Substanz 
allgemein eine Sauerstoffiibertragung durch Schwermetall, in der At- 
mung eine Ubertragung von freiem, in der Girung eine Ubertragung 
von gebundenem Sauerstoff. 

Die Theorie verlangt, daB iiberall da, wo Girung ist, Schwermetal! 
ist. Zur Priifung eignen sich Hefen, die stark giren und schwach atmen 
Wir vergleichen sie mit Hefen, die schwach giren und stark atmen 
und ziichten beide Hefen in demselben Nahrboden. Dabei zeigt sich 
folgendes : 





Rasse U, anaerob geziichtet 


Atmung: Qo, = — 17 

Girung: Q*? + 170 

Eisen: 0,9.10-' mg: g Trockensubstanz 
Kupfer: 0,4. 10-1 mg: g Trockensubstanz 
Mangan: — 


Torula utilis, aerob geziichtet 


Atmung: Qo, = — 160 

Garung: Qe: + 90 

Kisen: 1. 10-! mg: g Trockensubstanz 
Kupfer: 0,7 .10-! mg: g Trockensubstanz 
Mangan: — 


Beide Hefen enthielten also reichlich Eisen und Kupfer, und zwar 
ungefahr gleich viel Eisen, obwohl die Atmung der Rasse U zehnma! 
so klein war wie die Atmung der Torula. Durch Extrapolation kénnen 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 165, 196, 1925; E. Negelein, ebendaselbs' 
165, 203, 1925. 
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aus diesen Zahlen schlieBen, daB der Eisengehalt der Rasse U bei 
- Atmung Null nicht wesentlich kleiner sein wiirde. 

Auch die girenden Extrakte von Hefezellen enthalten reichlich 
Schwermetall. Ich ziichtete Rasse U bei 6° in Bierwiirze, die in 
GlasgefaBen hergestellt und deren Metallgehalt gemessen war. Nach 
vy. Lebedew' extrahiert, ergab der nicht veraschte Saft pro Kubik- 
zentimeter 

4.10-% mg Kupfer, 
3.10~% mg Eisen, 


ein Metallgehalt, der beim Umrechnen auf Trockensubstanz zehnmal 
so groB wird, da der Saft rund 90°, Wasser enthalt. 


Experimentelles. 


Die im Laboratorium in GlasgefaBen hergestellte Bierwiirze wurde im 
Platintiegel verascht, der Metallgehalt der Aschenlésung nach der Cystein- 
methode® bestimmt. Er war pro Kubikzentimeter Bierwiirze 0,4 . 10-* mg 
Cu und 0,5. 10-* mg Fe. In 86 cem Bierwiirze wurde eine Ose der Rasse U 
der der Torula geimpft und bei 30° 36 Stunden lang Sauerstoff (Torula) 
der gegliihter Stickstoff (Rasse U) durchgeleitet. Die Ernte betrug 0,6 cem 
Zellen. Aus diesen Zahlen und dem Metallgehalt der Wiirze und der Zellen 
‘ann man berechnen, daB8 zur Zeit der Ernte 1 Volumen Zellen rund 50mal 
soviel Eisen enthielt als 1 Volumen der sie umspiilenden Wiirze. Der Stoff- 
vechsel der Zellen wurde in Bierwiirze gemessen, in der der Sattigungsgrad 

1 ist. 0,5cem Zellen wurden im Platintiegel ohne Phosphatzusatz 
erascht (24 Stunden, Heraeus Ofen, ganz schwache Rotglut). Dann 
vurde mit 0,3cem n Salzsiure, aufgenommen, mit Wasser auf 2,2 cem 
wigefiillt, 14, Stunden im Quarzréhrchen auf 100° erhitzt und in je 0,1 cem 
\schenlésung der Pyrophosphat- und der Boratausschlag mit Cystein 
unverascht und ohne ihn zu _ kon- 


vemessen. Der Lebedewsaft wurde 
0,lcem gaben sehr be- 


entrieren, nach der Cysteinmethode gemessen. 
trachtliche Ausschlage. Die oben angegebenen Zahlen sind Minimalzahlen, 
a méglicherweise ein Teil des Metalls zu fest gebunden ist, um ohne Ver- 
schung von der Cysteinmethode erfaBt zu werden. 


15. Kohlenoxyd und Girung. 


Untersucht man die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Garung, 
so ist zu beachten, daB Kohlenoxyd die Vermehrung mancher Zellen, 
z. B. von Hefe, hemmt. Bringt man Hefe in Bierwiirze und mibt die 
(irung, so steigt sie in Kohlenoxyd langsamer an, als in Stickstoff. 
Auf gleiche Zellenzahlen bezogen, ist jedoch die Garung in beiden 
Gasen gleich. 

Allgemein hat sich gezeigt, daB Kohlenoxyd die Garung nicht 
hemmt, weder die Milchséiuregérung noch die alkoholische Garung. 


' A.v. Lebedew, Hoppe-Seyler 78, 447, 1911. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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Selbst in Kohlenoxyd von 60 Atmospharen Druck fand ich kein 


Wirkung des Kohlenoxyds auf die Garung. 


, * + 
Experimentelles zu den Uberdruckversuchen. 


Abb. 3 erlautert die Versuchsenordnung. 

40 cem Hefesuspension wurden in die Bombe eingefiillt. Nach zw 
maligem Spiilen mit Stickstoff und Kohlenoxyd (10 Atmosphiéren) w 
Einpressen von 60 Atmospharen Kohlenoxyd wurde 2 bis 3 Stunden a 
der Maschine geschiittelt. Dann wuri 


Glucosegehalt in der iiberstehenden Fliissig 
keit polarimetrisch bestimmt. Bei eine: 


60 Atmospharen Kohlenoxyd 60 Atm 
spharen Stickstoff, die Hefesuspensi: 
10—* Mole Blauséure pro Liter, zur Hen 
mung der Atmung (in 60 Atmosphiire: 


etwa 0,3 Atmospharen). 


Beispiel. Heferasse XII, aerob 
Bierwiirze geziichtet. Suspension in m 2 
KH, PO, mit 0,5°, Glucose. Fiir jeden Ver 
such 40 cem Hefesuspension mit 300 cm 
(= 60 mg) Zellen. Versuchszeit 3 Stunde: 


Temperatur im Schiittelraum 22°. 











Abb. 3. Drehung im 2-dem-Rohr (Na-Licht) 
B Stahlbombe von 11 mm Wandstirke vor dem Versuch. ..... . +0,6l 
und 1,2 Liter Rauminhalt, innen email- r i y e 
liert, fiir 125 Atm. gepriift. E EinlaB- Dre hung im 2-de m-Rohr (Na-Lic ht) 
ventil mit Menometer. A AblaBventil. nach 3 Stunden 60 Atm.CO . +0,22 
D Deckel mit Sechskantenschrauben 8, P)rehung im 2-dem-Rohr (Na-Licht) 


f Unter U betestigt. ‘ r 
ee — nach 3 Stunden. 60 Atm. N, . . + 0,22 


Die Drehungsabnahmen waren also in Kohlenoxyd und Sticksto/ 
gleich und betrugen 0,39°. Mit [a]p = + 52,5° berechnet sich daraus e 
Zuckerverbrauch von 148 mg fiir die Versuchszeit und 60 mg Hefe, oder 
ein Zuckerverbrauch von 0,82 mg pro Stunde und Milligramm Het 


(Qs? = QC° = 205.) 


16. Wirkung des Stickoxyds auf die Girung. 


Wie Kohlenoxyd, so bildet auch Stickoxyd mit einfachen wn 
komplexen Schwermetallsalzen Verbindungen, die bei gewéhnliche 
Temperatur dissoziieren. Man kennt reversible Stickoxydverbindunges 
des Eisens, Kobalts, Nickels, Mangans, Kupfers und anderer Schwer 
metalle!, die beim Einleiten von Stickoxyd in die wasserigen Lésunge: 


1 Hiifner, Zeitschr. f. physik. Chem. 59, 416, 1907; Kohlschiitter 
Sazanoff, Ber. 44, 1423, 1911; Manchot, ebendaselbst 47, 1601, 1914; 5% 
2445, 1926. 


die Hefesuspension zentrifugiert und de; 
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der Salze entstehen; man kennt auch eine reversible Stickoxyd- 
verbindung des Haimoglobins', das von Hiifner entdeckte Stickoxyd- 
Methémoglobin, in dem das Stickoxyd an Eisen gebunden ist. Be- 
merkenswert ist der starke Einflu8 der Temperatur? auf die Dissoziation 
der Stickoxyd-Metallverbindungen, den man bei der Reinigung des 
Stickoxyds praparativ benutzt. Man laBt dabei Stickoxyd von Ferro- 
sulfat bei gew6hnlicher Temperatur absorbieren und treibt das Gas 
durch gelindes Erwirmen wieder aus. 


Die Bildung von Stickoxydverbindungen, die bei gewéhnlicher 
Temperatur dissoziieren, ist nicht weniger spezifisch fiir Schwermetalle, 
wie die Bildung reversibler Kohlenoxydverbindungen. Ich habe die 
Wirkung des Stickoxyds auf die Garung untersucht und gefunden, daB 
das Garungsferment eine dissoziierende Stickoxydverbindung bildet. 
Mit Hinblick auf das Verhalten der einfachen Stickoxyd - Metall- 
verbindungen ist wichtig, daB man Stickoxyd, das bei niedriger Tem- 
peratur in Hefe fest gebunden ist, durch Erwarmen auf 37° aus- 
treiben kann. 


Versuchsanordnung. 


Abb. 4 zeigt einen Teil der Versuchsanordnung. 
Der Kolben K enthalt saure Ferrosulfatlésung 
(50g FeSO, 7H,O + 90cem Wasser + 10 com 
konzentrierte Schwefelsiure), der Trichter 7’ eine 
Natriumnitritlésung (20g Natriumnitrit in 50 ccm). 
S ist ein auf 40° einstehendes Wasserbad, a 
und 6 sind Schwanzhihne, 1, 2 und 3 Wasch- 
flaschen mit konzentrierter Schwefelsiure, die 
zur Absorption des Stickstoffdioxyds dienen. Die 
GefaiBe IZ, und J, denke man sich zunachst fort. 














! Hiijner und Reinbold, Arch. Anat. Physiol. 1904, Suppl. II, 8. 391; 
Hartridge, Journ. Physiol. 44, 34; Anson und Mirsky, ebendaselbst 60, 100. 
2 V. Thomas, C.r. 123, 943, 1896; Bull. Soc. Chim. (3) 19, 419. 


Biochemische Zeitschrift Band 189. 25 
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Tropft Natriumnitrit in das Ferrosulfat, so entwickelt sich Stick. 
oxyd, das mit dem Luftsauerstoff in K NO, bildet und durch den 
Schwanz des Hahnes a nach auBen abgeleitet wird. Inzwischen wird 
das System von 6 aus mit (iiber Cu) gegliihtem Stickstoff durchstrémt 
Ist die Luft durch den Sti:kstoff verdringt, so wird durch Umstellen 
der Hahne a und b bewirkt, daB das Stickoxyd durch das System und 
der Stickstoff nach auBen strémt. Bei e hat man dann reines Stickoxyd., 
. das entweder als solches benutzt oder in einem Quecksilbergasometer 
mit indifferenten Gasen verdiinnt wurde. 


Die Garung in Stickoxyd wurde manometrisch und polarimetrisch 
gemessen. Zur manometrischen Gérungsmessung wurden die MeBtrége 
mit Zell- oder Gewebesuspension gefillt und mit ihren Manometern 
verbunden. Dann wurden Manometerkapillare und MeBtrog unter 
Schiitteln des MeBtrogs sauerstofffrei gespiilt und ohne Unterbrechung 
des Gasstroms mit der NO-haltigen Gasmischung gefiillt. | War 
die Garung in NO gemessen, so wurden die MeBtrége unter dem 
Uberdruck eines indifferenten Gases geéffnet, mit dem Gas einige 
Zeit durchstrémt und zur Priifung auf Reversibilitét wieder ge- 
schlossen. 


Zur polarimetrischen Garungsmessung wurden bei e (Abb. 4) zwei 
Flaschen, 7, und J,, mit Hefesuspension angesetzt, in einem durch 
Eisstiicke auf 0° gehaltenen Wasserbad (W). Sie wurden von ¢ aus 
sauerstofffrei gespilt, dann mit Stickoxyd gesiattigt, aut 20° erwarmt 
und 1 Stunde lang in Stickoxyd bei 20° gehalten. Dann wurde wieder 
auf 0° gekiihlt, mit Stickstoff gewaschen, zentrifugiert und in der 
tiberstehenden Fliissigkeit der Zuckerverbrauch polarimetrisch bestimmt 
Mit 7, und J, stand eine Kontrollsuspension in dem Wasserbad W, 
die wahrend der gesamten Versuchszeit mit Stickstoff durchstrémt 
wurde. Sie machte alle Temperaturinderungen, denen [, und / 
unterworfen waren, mit, und ergab die Normalgirung wahrend der 
Versuchszeit. 

Die Komplikation bei den Stickoxydversuchen ist, daB NO sich 
mit Luftsauerstoff und Wasser zu salpetriger und Salpeterséiure umsetzt. 
Deshalb mu8 vor dem Einleiten des Stickoxyds der Sauerstoff aus 
den GefiBen und Lésungen ausgetrieben sein. 


Hemmung der Milchsduregdrung. 


Als Versuchsobjekt benutzte ich Tumorschnitte. 95 Vol.-°% Stick- 
oxyd hemmte die Tumorgirung bei 37° um 50 bis 60%. Wurde «as 
Stickoxyd durch Stickstoff ersetzt, so stieg die Tumorgarung wieder 
auf ihren Normalwert. 
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Jensen-Sarkom in Ringerlésung bei 37,5°. 2,5.10-2n NaHCO,,. 


0.2% Glucose. 





Versuch 1 Versuch 2 


mm Druckanderung mm Druckanderung 
a 95% Ng: 10°: 4+ 18_ 5% COs, 95% Ng: 10’: + 12 
10’: + ~ 5% CO,, 95% NO: 10’: + 6 
+ 
+ 


1 
1 


9, 95% NO: 10’: 5% COg, 95% Ny: 10: + 10,5 
, 95% Ng: 10’: + 16,5 10°: + 11,5 


Hemmung der alkcholischen Gdrung. 


Bei den Versuchen mit Hefe spielt die Temperatur eine wichtige 
Rolle. Je héher die Temperatur wahrend der Stickoxydbehandlung 
ist, um so schlechter sind die Hemmungen reversibel. Hefe, deren 
Garang bei 37° durch Stickoxyd gehemmt worden ist, girt nach Ent- 
fernung des Stickoxyds nicht mehr, weder bei 37°, noch bei einer anderen 
Temperatur. Andererseits kann man das an Géarungsferment ge- 
bundene Stickoxyd um so leichter austreiben, je héher die Tem- 
peratur ist. Es sind also zwei verschiedene Reaktionen des Stickoxyds 
zu unterscheiden, eine reversible mit dem Géarungsferment und eine 
irreversible Nebenreaktion, die die Zellen tétet, um so schneller, je 
héher die Temperatur ist. Diese Nebenreaktion hat man nicht in Tumor- 
zellen, die deshalb ein geeigneteres Objekt fiir NO-Versuche sind 
als Hefe. 


1. Beispiel. Biackerhefe manometrisch. Suspensionsfliissigkeit 
m/20 KH,PO,, m/18 Glucose. 





GefaB I GefaB II 
12 cmm Hefe in 2ccm 12 cmm Hefe in 2ccm 


10,7° 10,7° 
100% Hg 80% Hg, 20% NO 
5’: 99emm CO, 5’: 2,4cemm CO, 
5: 10,3emm CO, 5: 16emm CO, 
v y 
10,7° 10,7° 
100% Hg 100% Hg 
': 114emm CO, 5': 3,.2cmm CO, 
: 10,3emm CO, 5: 3.2emm CO, 
v v 
37,5° 37,5° 
100% Hy 100% Hg, 
5’: 91 emm .e 5’: 45emm 
: 95emm .e 5: 52cmm 
5: 85emm .e 5: 85emm 
5: 88 emm .e 5: 89emm 
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20 °%, NO hemmte also die Gérung bei 11° um 85%. Wurde das 
NO bei 11° durch H, ersetzt, so betrug die Gairungshemmung 70°, 
Diese Hemmung verschwand bei 37,5°. 

2. Beispiel. Backerhefe polarimetrisch. Suspension in m/2 K H, P,, 
0.48°, Glucose. Die Suspension enthielt pro Kubikzentimeter 10 cmm 
(== 2 mg) Zellen. Vier GefaiBe wie J, Abb. 4, mit 15 cem Zellsuspension 
7, und J, mit 100% NO, II, und JJ, mit N, durchstrémt. Durch. 
strémungszeiten: 7, und J,: 70 Minuten mit N, bei 0°, 5 Minuten 
mit NO bei 0°, 60 Minuten mit NO bei 20°, 10 Minuten mit NO bei 6° 
%) Minuten mit N, bei 0°. JJ, und JJ,: wie 7, und J,, aber immer 
mit Ng. 

Drehung im 2-dem-Rohr (Na-Licht) vor dem Versuch: + 0,51°, 
Fliissigkeit aus 7, und J,: + 0,50°, Fliissigkeit aus 77, und JJ, : +- 0,25°. 

In Stickstoff war also pro Kubikzentimeter Suspension 2,35 mg 
Glucose vergoren. In Stickoxyd war die Giarung fast Null. 

Ein Teil der Suspensionen aus 7 und JJ wurde zur Priifung auf 
Reversibilitaét benutzt. Manometrisch: 





l com Suspension aus 


lcem Suspension aus 1 ccm Suspension aus GetaB I bei 20°, nachdem 
GetaB II direkt bei 20° GetaB I direkt bei 20° vorher 1 Stunde bei 37.5’ 
in Ng geschittelt worden war 
in Ng in No in No 
10’: 68cemm CO, 10’: 34emm CO, 10’: 58emm CO, 
10: 69emm CO, 10: 36emm CO, 10: 56emm CO, 


Die vorher vollstandige Garungshemmung betrug also 49°%, wenn 
bei 0° mit N, durchstrémt war, und 17°, wenn bei 37,5° mit N, ge- 
schiittelt war. 
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Massenwirkungsgesetz und Kolloide. 
Von 
Hans H. Weber. 
(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 9. September 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Inhalt. 
I. Einleitung eae er er ie er a eee a ee ee 
If. Die H’- und OH’-Bindungskurve mehrwertiger Elektrolyte . 
Die Anderungen der Normalitatsrestkurve mehrwertiger Elektro- 
lyte bei Anderungen ihrer Ionenaktivitét und der Bildung un- 
dissoziierter Salze 


. Der isoelektrische Punkt bei wahrer Salzbildung 


I. Einleitung. 


L. Michaelis! hat in seinen grundlegenden, formalen Unter- 
suchungen iiber spezielle Anwendungsméglichkeiten des Massen- 
wirkungsgesetzes eine groBe Anzahl von Formulierungen aufgestellt, 
die die Reaktionsweise kolloidaler Ampholyte vom EiweiSkérpertypus 
mit einfachen lonen oder Molekiilen beherrschen sollten, falls das 
Massenwirkungsgesetz in diesen Fillen gilt. 

Um das heute hieriiber vorliegende experimentelle Material zu 
priifen, wie weit das Massenwirkungsgesetz tatsachlich gilt, ist es not- 
wendig, die von Michaelis abgeleiteten Beziehungen zum Teil etwas 
anders zu formulieren und gelegentlich auch etwas zu_ korrigieren. 
Einige Vorschlage in dieser Richtung, die sich bei eigener experimenteller 
Beschaftigung mit der Physikochemie gewisser Proteine? ergaben, 
sollen hier kurz angegeben werden. 


1 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin, Julius 
Springer, 1922. 

2 H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443 und 473, 1925 und die folgende 
Mitteilung. 
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Il. H'- und OH’-Bindungskurve mehrwertiger Elektrolyte. 


Die heute wohl recht allgemein anerkannte Ansicht, daB die Reaktion 
der EiweiBkérper mit H’ und OH’ ein echtes chemisches Dissoziations. 
gleichgewicht ist, beruht 

1. darauf, daB die chemische Konstitution des Proteinmolekiils 
mit seinen basischen N-haltigen und sauren Carboxylgruppen dies: 
Deutung nahelegt ; 

2. auf der Konstanz der Aquivalentgewichte fiir H’ und OH’ 
in verschiedenartigem Elektrolytmilieu (bei Zusatz verschiedenartiger 
Séiuren, Basen und Salze). 

Der Verlauf der H- und OH’-Bindungskurven im_ einzelnen 
scheint dagegen dieser Anschauung unter Umstanden auf den ersten 
Blick geradezu zu widersprechen: Proteine sind polyvalente Elektrolyte 
ihre Dissoziationsgleichungen miBten also Gleichungen héherer Potenz 
sein. In Wirklichkeit aber l4Bt sich besonders die H’-Bindungskurv: 
der Proteine (auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes) im all- 
gemeinen mit recht guter Annaherung durch die Dissoziationsgleichung 
eines einwertigen Elektrolyten, also einer einwertigen Base darstellen 
deren Dissoziationskonstante im allgemeinen als ,,mittlere“ Basen. 
Dissoziationskonstante des betreffenden Proteins bezeichnet wird 
Diese Gleichungen haben also keinen tatsiichlichen physikalischen 
Sinn, sondern nur formal deskriptive Bedeutung. Es fragt sich also 
ob eine Reaktion der Proteine mit H und OH’ nach dem Massen. 
wirkungsgesetz tiberhaupt die H- und OH-Bindung der Eiwei8kérper 
erklaren kann. Ob dieses méglich ist, hangt davon ab, ob diese Kurv: 
durch die Dissoziationsgleichung eines vielwertigen Elektrolyten, dir 
fiir Proteine selbstverstindlich zu fordern ist, ebensogut dargestellt 
werden kann, wie durch die einwertige, physikochemisch unmégliclh: 
Dissoziationsformel. Anderenfalls wiirde ein Widerspruch bestehen 
zwischen den am Anfang dieses Kapitels angefiihrten Erwagungen 
die fiir eine Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes sprechen, und den 
Ergebnissen, die sich aus der Diskussion der H- und O H’-Bindungs 
kurven ergeben. 

Das hier fiir die H’- und OH’-Bindung durch Proteine ausgefiihrt: 
Problem liegt auch bei der Frage der intermedidren Ferment-Substrat 
verbindung vor. Alle die zahlreichen bisher bestimmten Affinitaéts- bzw 
Dissoziationskonstanten der Fermentsubstratverbindungen sind in seli! 
guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Befunden so aufgeste!!' 
als wenn ein einwertiges Fermentmolekiil mit einem einwertigen Substrat 
molekiil reagierte. Da®B das so ist, muB bei dem kolloidalen Charakter (er! 
Fermentkomplexe zweifelhaft erscheinen. 


Obwohl es auf den ersten Blick unwahrscheinlich aussehen kénnt: 
gibt es doch ganz sichere Fille, in denen eine einwandfrei dem Massen- 
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wirkungsgesetz folgende Elektrotitrationskurve eines mehrwertigen 
Elektrolyten sehr gut nach der Dissoziationsformel eines eimwertigen 
Elektrolyten berechnet werden kann. Dieses zeigt die Meyerhofsche 
Elektrotitrationskurve der Hexosediphosphorsiure. Diese hat nur 
zwei — und zwar weit auseinanderliegende — deutlich erkennbare 
Dissoziationsstufen, von denen also jede die Dissoziation zweier 
Valenzen desselben Molekiils reprasentiert. Denn diese Saure ist 
ja vierwertig. Und trotzdem |aBt sich jede dieser beiden Stufen 
sehr gut nach der Dissoziationsgleichung eines einwertigen Elektrolyten 
berechnen!, 


Will man die allen diesen Fallen zugrunde liegenden Verhiltnisse 
verstehen, so ist folgendes zu beriicksichtigen: die H- und OH’- 
Bindungskurve eines mehrwertigen Elektrolyten ist gar keine Disso- 
ziationskurve im klassischen Sinne. Sie gibt nicht den Bruchteil der 
molaren Konzentration des Elektrolyten an, der entweder als Jon oder 
aber als Molekiil vorhanden ist, sondern das Verhiltnis der undisso- 
ziierten und dissoziierten Valenzen. Sind z. B. durch die Elektrotitration 
alle Molekiile in Ionen iiberfiihrt, so biegt im Falle eines mehrwertigen 
Elektrolyten die Titrationskurve nicht in die einer ungepufferten 
Lésung um, da ja nun die Dissoziation der zweiten — bzw. noch weiterer 

Valenzen beginnt. TDie Auswertung der Elektrotitrationskurve 
(d. h. die H- bzw. OH’-Bindungskurve) gibt also fiir mehrwertige 
Elektrolyte keine Dissoziations- sondern eine Normalitatskurve. 

Es soll nun die Abhangigkeit der Normalitétskurven von der 
{H-] und den Dissoziationskonstanten (K,, K, usw.) formuliert werden, 
unter der Voraussetzung der Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes. 
Aktivitatstheoretische Gesichtspunkte werden dabei zuniachst nicht 
beriicksichtigt. Die aktive Konzentration aller vorkommenden Molekiile 
und lonenarten des mehrwertigen Elektrolyten wird ihrer Gesamt- 
konzentration gleichgesetzt. 

Fiir diese Ableitung ist es zweckmaBig, analog dem Michaelisschen 
Dissoziationsgrad und Dissoziationsrest® die Begriffe Normalitaétsgrad 
und Normalitatsrest einzufiihren. Der Normalitatsrest (@) definiert 
sich als das Verhaltnis der undissoziierten Valenzen (undissoziierten 
Normalitaét) zur Gesamtnormalitét. Fiir den Fall einer n-wertigen 
schwachen Séure werden die Begriffe eingefiihrt: 


A molare Konzentration undissoziierter Molekiile, 

A’ = as Re. einwertiger Anionen, 

Fg a - zweiwertiger i usw. 
1 O. Meyerhoj und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
2 L. Michaelis, a.a.O., 8. 41. 
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der schwachen Séure und K,, K,, K, bis K, als ihre Dissoziations. 
konstanten der ersten bis n-ten Dissoziationsstufe. Die Gesamtnormalitat 
ist dann gleich der Gesamtmolaritét des Elektrolyten multipliziert 
mit seiner Wertigkeit, also gleich 

n(A4+ A’+ A”...). 


Die undissoziierte Normalitat ist gleich der Summe der undisso- 
ziierten Normalitaét der Molekiile und der einzelnen lonenarten, also 
gleich 

n.A-+ (n— 1) A’+ (n — 2) A” usw. 


Der Normalititsrest ist also beschrieben durch die Gleichuny 
nA + (n—1)A’+ (n— 2)A”... 
n(A + A’+ A”...) 


(1) 


Die einzelnen lonenarten als Funktion der undissoziierten Molekiile, 
der Dissoziationskonstanten und der [H] werden nach dem Massen. 
wirkungsgesetz ausgedriickt 





we ' 
alias h 
- A'K AK, K 
A — h s = i? 8 (2) 
an — A’ Ks _ AKLK,K, 
h : 


Diese Werte in die Gleichung fiir den Normalititsrest eingesetzt 
ergeben 


AK AK, K ,\ 4 
ais ae 1 — cece Be ee a 1 
' nA + (n — 1) h + (n ) 2 (n — Nn) - 
Qo = > - = > > 
AK ris AK,— kK, 
n (A+ Hot ¢ Soe 4... Ae An) 


oder nach Division von Zahler und Nenner durch n. A 


; nl kK, n—2 K,K,  n—n K,...K, 


—_ n h a ee ne he (3 
-% ify so a eaeiy 
I +. h + — on +... = 


Konsequenzen und Anwendungsbereich dieser allgemeinen Forme! 
sollen nun an einfacheren Beispielen gezeigt werden. Hierbei wird 
sich auch im Sinne des eingangs gestellten Problems ergeben, unter 
welchen Bedingungen die H- bzw. OH’-Bindungskurve (Normalitats 
restkurve) eines mehrwertigen Elektrolyten formal richtig als Disso- 
ziationskurve eines einwertigen Elektrolyten berechnet werden kann 
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Fiir eine zweiwertige Saure ist n = 2, also lautet Gleichung (3) 
1K 
22 
K, j K, K, 
h h? 
Fiir eine dreiwertige Saiure ist n = 3 und 
2 K, K, K, 


I 1 
3h, 


Es ist nun festzustellen, wie groB die Dissoziationskonstanten 
einer mehrwertigen Saure fiir eine gegebene 9’-, also OH’-Bindungs- 
kurve sind. Dazu sind so viel Gleichungen nétig, wie Unbekannte, 
d. h. Dissoziationskonstanten vorhanden sind. Diese Gleichungen 
ergeben sich aus den angefiihrten Gleichungen fiir @, indem in die 
o-Gleichung ein bestimmter Wert fiir 4 = h, und der dazu gehérige 
Betrag fiir @ = @, eingesetzt wird. Analog verfahrt man fiir verschiedene 
Werte von h und gewinnt so beliebig viele Gleichungen mit verschiedenen 
Werten von A und @, die alle die unbekannten Dissoziationskonstanten 
gemeinsam haben. Fiir eine zweiwertige Saure braucht man zwei 
solcher Gleichungen! 

1 + 


© 


. 


K, K, 
h hy 


und 9, = K, x 
hy 


1 
a , Bs Me K 
l 1 
,* — 
Lést man diese Gleichungen nach K, bzw. K, auf, so ergibt sich 
1 


ns (= —1)— Ws (- —1) 


1 


v1 





kK, = 


1 Auf die hier angewandte Methode, die Normalitaétsrestkurve nach 
ihren Dissoziationskonstanten aufzulésen, machte mich bei einer Unter- 
haltung iiber die Analyse der Elektrotitrationskurve der Hexosediphosphor- 
siure Herr Prof. O. Meyerhof aufmerksam. Ich hatte ihm zunichst als 
die beiden Gleichungen fiir die Berechnung von K, und K, die unverinderte 
e-Gleichung und deren Differentialgleichung vorgeschlagen. Dies fiihrt 
theoretisch zu demselben Resultat, ist aber viel umstandlicher und im 
Falle graphischer Differentiation auch ungenauer. 
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Fiir die Dissoziationskonstant«n 


einer dreiwertigen Saure_ ergilt 
sich nach diesem Verfahren Glei- 


chung (5). 


Analog lassen sich die Disso. 
ziationskonstanten fiir jede Saure 
jeder Wertigkeit ausrechnen. Aller. 
dings nimmt die Unhandlichkeit der 
Formeln mit wachsender Wertigkceit 
stark zu. Dafiir ist diese Art der 
Ausrechnung auch theoretisch vollig 
korrekt 
Lage der 


und unabhangig von der 
Dissoziationskonstanten 
zueinander. Sie ist auch fiir beliebig 
nahe beieinander liegende Kon. 
stanten verwendbar, was immer bei 
sehr hochwertigen, bisweilen aber 
auch schon bei einfachen Elektro- 
lyten von Bedeutung ist!. 


Die Frage, 
die Dissoziationskonstanten 
mehrwertigen Saéure haben miissen 
damit ihre Normalitatsrestkurve der 
Dissoziationsrestkurve einer 
wertigen Séure gleicht, beantwortet 
sich auf folgende Weise: 


welchen Betrag 
einer 


ein- 


Der Dissoziationsrest einer ein- 
wertigen Saure ist bestimmt durch 
die Formel? 


worin K die Dissoziationskonstante 
der einwertigen Saure ist, also ist 


1 Vgl. z. B. O. Meyerhof 


nd 
una 


K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 
1927. 


2 Vel. L. Michaelis, a.a. O., 8. 45. 
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Da in diesem Falle ja nun die @-Kurve der mehrwertigen und die 
o-Kurve der einwertigen Saure gleich verlaufen sollen, kann in die 
l 
nach K,, Ky, usw. aufgelésten Formeln der @-Kurve fiir —, usw. 
0; 2 


, 


1+ usw. eingesetzt werden. Die Ausrechnung ergibt dann 
h, 
bei einer zweiwertigen Saure 
K,=2K und K,= 1, K, 
bei einer dreiwertigen Saure 
K,=3K und K,= K und K,= '/, K, 
bei einer vierwertigen Saure 
K, = 4K und K, = /, K und K, = #/, K und K,="/, K. 
K ist hier immer die Dissoziationskonstante der einwertigen Saure, 
deren Dissoziationsrestkurve der Normalitaétsrestkurve der betreffenden 
mehrwertigen Saure gleicht. 

Der Wert fiir dieses K wird in der Literatur bisher allgemein als 
..mittlere‘‘ Dissoziationskonstante angefiihrt. Nun zeigen die angefiihrten 
Werte fiir die tatsichlichen Dissoziationskonstanten mehrwertiger 
Saéuren (K,, K, usw.), daB diese sogenannte ,,mittlere’ Dissoziations- 
konstante allerdings dem geometrischen Mittel von K,, K,, K, usw. 
entspricht. Eine ,,mittlere‘‘ Dissoziationskonstante wird in der Literatur 
aber im allgemeinen nur dann angegeben, wenn die Normalitatsrest- 
kurve des mehrwertigen Elektrolyten ohne erkennbare Stufen verlauft 
und weitgehend oder ganz durch die Dissoziationsrestkurve eines 
einwertigen Elektrolyten darstellbar ist. Da dieses aber nur dann der 
Fall ist, wenn K,, K,, K, usw. in ganz bestimmten [fiir zwei- bis vier- 
wertige Sauren oben (6) angegebenen] Abstanden um ihr zeometrisches 
Mittel herumliegen, bedeutet die sogenannte .,mittlere’ Dissoziations- 
konstante die mittlere Dissoziationskonstante in einem besonderen 
Spezialfall. Es erscheint deshalb zweckmabBig, sie besonders, und zwar 
als ,,fiktive’’ Dissoziationskonstante zu bezeichnen, wodurch zugleich 
angedeutet wird, daB solche ,,fiktiven‘’ Konstanten zu massenwirkungs- 
theoretischen Berechnungen (z. B. iiber die Lage des isoelektrischen 
Punktes bei Ampholyten auf Grund der Michaelisformel) unbrauchbar 
sind. 

Die hier fiir mehrwertige schwache Sauren ausgefiihrten Formeln 





K,, ; 
gelten genau ebenso fiir Basen, wenn man iiberall 1, fiir A einsetzt. 


Da, wie oben abgeleitet, unter Umstanden die Normalitats- 
restkurve mehrwertiger Elektrolyte durch die einwertige Massen- 
wirkungsformel dargestellt wird, besteht kein Widerspruch zwischen 
dieser Tatsache und den zu Anfang angefiihrten allgemeinen Gesichts- 
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punkten zugunsten klassischer chemischer Reaktionsweise der Eiweil- 
kérper mit H’ und OH’. 

Die angegebenen Formeln gestatten ferner die Berechnung der 
einzelnen Dissoziationskonstanten aller EiweiSkérper, fiir die die 

; eee ae lt aie a ; Aquivalentgewicht\ 
H - bzw. OH’-Bindungskurve und die Wertigkeit (= Molekulargewicht 
bekannt ist. 

Alle behandelten Folgerungen ergeben sich selbstverstandlich genau 
wie aus der Normalititsrestformel auch aus der Formel des Normalitats- 
grades (a). Als Normalitatsgrad definiert sich in Analogie zum Normali- 
taitsrest das Verhaltnis der dissoziierten zur Gesamtnormalitaét. Die 
a-Formel soll ohne Ableitung fiir eine schwache n-wertige Saure an- 
gefiihrt werden, 


2 we ee oe 
“ nh sn n hn " 
.e= . = - . (4) 
 , Sele Mg s+<ihe 


aa See 
da ihre Ableitung der Ableitung der @-Formel prinzipiell gleich ist. 
AuBerdem ergab die Durchsicht der Literatur, daB der a-Formel sehr 


s . . . 
verwandte Uberlegungen bereits vorliegen von Linderstrem-Lang! und 
besonders von Reiner?. Die Formel von Reiner unterscheidet sich von 


. 


der hier angefiihrten nur durch die Einfiihrung einiger speziellerer An- 
nahmen iiber die Lage der verschiedenen Dissoziationskonstanten zu- 
einander und dadurch, da®B sie das Verhaltnis der dissoziierten Valenzen 
zu der Gesamtmolaritadt angibt, anstatt zu der Gesamtnormalitat. Wegen 
dieser Abweichungen ist trotz der prinzipiellen Prioritét der Reinerschen 
Uberlegungen die definitionsgemaBe allgemeine Normalitatsgradformel hier 
angefiihrt. 


Ill. Die Anderungen der o-Kurve mehrwertiger Elektrolyte bei Anderungen 
ihrer Ionenaktivitét und der Bildung undissoziierter Salze. 

DaB Krafte, die an den lonen eines schwachen Elektrolyten an- 
greifen, seine Dissoziation beeinflussen, ist seit langem bekannt. Diese 
Krafte kénnen als interionische Krafte die Aktivitét der Teilchen des 
Elektrolyten andern oder durch Bildung undissoziierter Salze dic 
Konzentration der Elektrolytionen vermindern. 

Bei einwertigen Elektrolyten wirkt die Anderung der Aktivitit 
wie der Konzentration ihrer lonen bei unverinderter Aktivitat und 
Konzentration der Molekiile auf die H- bzw. OH’-Bindungskurve 
gleichartig. Jede Verminderung der Aktivitét wie der Konzentration 


1 Linderstrem-Lang und Ellen Lund, C. r. d. Tr. d. Laboratoire Carlsberg 
16, Nr. 5, 29, 1926, doch ist diese Formel infolge ganz andersartiger Unter 
suchungsziele vollkommen unentwickelt. 

2 L. Reiner, Kolloidzeitschr. 40, 327, 1926. 
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ihrer lonen wirkt wie eine proportionale VergréBerung ihrer Dissoziations- 
konstante. Eine Herabsetzung der lonenaktivitat (durch interionische 
Krafte) wie der lonenkonzentration (durch Bildung undissoziierter 
Salze) auf die Halfte andert die H- bzw. OH’-Bindungskurve so, als 
ware die Dissoziationskonstante statt dessen verdoppelt?. 

Es erhebt sich nun die Frage, wieweit dieser Satz auf mehrwertige 
Elektrolyte tibertragbar ist. 

1. Ubt eine gegebene Verminderung der aktiven Konzentration 
mehrwertiger Ionen auf die H- bzw. OH’-Bindungskurve denselben 
KinfluB aus, wenn sie einmal aus einer Aktivitaétsminderung durch 
interionische Krafte, das andere Mal aus einer Konzentrationsinderung 
dureh Bildung undissoziierter Salze herrihrt ? 

2. Wie sehen die Verinderungen der H’- und OH’-Bindungskurve 
im einen oder anderen Falle im einzelnen aus? 

Die Kenntnis dieser Verhaltnisse ist fiir den EiweiBchemiker aus 
experimentellen Griinden wichtig. Bisher? konnte man im allgemeinen 
die aktive Normalkonzentration* von EiweiBsalzen nur fiir Protein- 
chloride unter bestimmten Bedingungen mit einiger Genauigkeit 
unmittelbar messen. Wird nun z. B. die H’-Bindung durch Anderungen 
der Aktivitaét oder des Dissoziationsgrades der entstehenden EiweiBsalze 
gesetzmaBig und iibersehbar in praktisch feststellbarem Umfang 
geandert, so kann durch Vergleich der H’-Bindung aus Cl’-Lésungen 
und Lésungen anderer Anionen auch die aktive Normalkonzentration 
fiir die EiweiBsalze dieser anderen Anionen berechnet werden. Derartige 
Méglichkeiten waren fiir die Erklarung des Wirkungsmechanismus 
der Hofmeisterreihen vielleicht von Belang. 

Die Veranderung der H- bzw. OH’-Bindungskurve mehrwertiger 
Elektrolyte soll fiir Anderungen der Aktivitét der entstehenden Ionen 
durch interionische Krafte und fiir Anderungen der Ionenkonzentration 
infolge Bildung undissoziierter Salzmolekiile gesondert besprochen 
werden. Die Untersuchung geschieht an dem Beispiel des Normalitats- 
restes einer n-wertigen schwachen Siure. Um sie mit einiger Klarheit 
und Sicherheit ausfiihren zu kénnen, ist eine engere Definition einiger 
im vorigen Kapitel eingefiihrten GréBen nétig. 


1 L. Michaelis, a.a.O., 8.115 und 125, 

2 Doch vgl. dazu P. Rona und H. H. Weber, ,,Uber die aktive Normal- 
konzentration einiger Myogenséuresalze“, erscheint spaterin dieser Zeitschrift. 

3 Der Ausdruck Normalkonzentration wird hier angewandt, weil sich 
bei Proteinen ja alle experimentellen Aussagen unmittelbar nur auf Valenzen 
und nicht auf Molekiile beziehen. Man miBt in Wirklichkeit ja nur, welcher 
Bruchteil der Gegenionen (z. B. der Cl’ bei Proteinchloriden) in chemisch 
reaktionsfahigem (aktivem) Zustande vorliegt. Ein Cl’ z. B. ist aber nur 
das Gegenion einer Valenz des Proteinmolekiils. Zu dem ganzen Molekiil 
werden meist viele Cl’ als Gegenionen gehéren. 
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A = Molare Konzentration der Molekiile, die noch kein H' ab- 


dissoziiert haben. 

A’ = Molare Konzentration der Molekiile, die ein H’ abdissoziiert 
haben. 

A” = Molare Konzentration der Molekiile, die zwei H’ abdissoziiert 
haben, usw. 


Diese Definitionen gelten ohne Riicksicht darauf, ob durch die 
H -Abdissoziation Anionen mit freier elektrischer Ladung oder infolge 
sekundiarer Addition eines Basenrestkations undissoziierte Salzmolekiile 
entstanden sind — und ohne Riicksicht darauf, ob die Siaiuremolekiile 


und die verschiedenen Ionen ganz oder nur teilweise aktiv sind. 

Es soll zuniachst der EinfluB eines gegebenen Aktivitatsfaktors (/,), 
also einer gegebenen Abweichung der Aktivitét vom Wert 1, auf dic 
Normalitatsrestkurve (9) festgestellt werden unter der Annahme, 
daB sich keine undissoziierten Salzmolekiile bilden. 

In Massenwirkungsgleichungen geht nur der aktive Bruchteil jedes 
Reaktionsteilnehmers ein, also statt A nur /,,. A, statt A’ nur f,, 
statt A” nur f,,.A” usw., wo fy,, fo, fo, die Aktivitatsfaktoren der 
Sauremolekiile der einwertigen, zweiwertigen usw. Ionen sind. Die 
unter (2) gegebenen Werte fiir A’, A” usw., d. h. die Werte fiir die 
Gesamtkonzentration der Teilchen, die ein, zwei usw. H’ abdissoziiert 
haben, werden dann modifiziert, wie folgt: 


, _ fa,-4.K, > - 4.2, 
fa,-A — h ’ A —— hfa, ’ 
eee es ie ae ae mS 
fa, A se et oe :. A’ = — , 3; (>) 
h ie i? fe. 
m Ia» AK, KK, 
A” = Wha, — usw. 





Setzt man die so erhaltenen Werte in die Formel (3) ein, so ergibt 
sich 


5 Wo ee Se ee 


oh ee ee 
anphisrat h. fay eda  , aillbinlie. ihes. 5 * 
a oe 
ay fQo* ‘3 
14 fe a 
oder 
1 4 m—1K, . n—2K,K, | n—mnK,...K, 
>= hay n hfe, n Rha, n h” fan (9) 
a oe ene KE By: Ke ‘f 
+ tux : 
he, Ble, 8 Wan 


Betrachten wir diese Formel darauf, wie sich die 9-Kurve ander', 
wenn sich die Aktivitatsfaktoren andern, z. B. einen von 1 abweichenden 


sel 
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Wert annehmen, so ergibt sich: Sind alle /,-Werte von /,, — /, , gleich, 
so heben sie sich aus der Formel heraus. Die @-Kurve bleibt fiir jeden 
\Vert des Aktivitatsfaktors unverandert. Aktivitatsverschiedenheiten 
einer schwachen Saure etwa bei Gegenwart verschiedener Neutralsalze 
sind aus der g-Kurve tiberhaupt nicht abzulesen, falls diese Aktivitats- 
verschiedenheit lonen und Molekiile gleichmaBig betrifft. Das aber 
ist bei einwertigen Elektrolyten ebenso. Die eingangs erwihnte Ver- 
schiebung ihrer Dissoziationskurve beruht darauf, daB je nach dem 
Milieu sich zwar die Aktivitat der lonen dndert, aber nicht die der 
Molekiile, oder, was auf dasselbe herauskommt, daB die der Lonen sich 
stirker andert als die der Molekiile. 

Wie sieht also die Normalititsrestkurve eines mehrwertigen 
Elektrolyten aus, wenn seine Molekiile den Aktivitatsfaktor 1 behalten, 
seine Ionen aber einen davon abweichenden, fiir alle lonenarten 
(A’, A” usw.) gleichen Wert von /, annehmen? Dann lautet Gleichung (9) 


n—l1 K, n—2 KK, n—n K,...K, 


F 4 / ses 
ar ee) a wee n vf 

OY 2 ae oe 

Sarr 


(10) 
1 

a 

Hier tritt /, in allen Gliedern gemeinsam mit K,, und zwar als 
antibate GréBe auf. Jede Anderung von /, wirkt also wie ¢ine pro- 
portionale Anderung von K, in entgegengesetztem Sinne. Anderungen 
von Ky, beeinflussen die g-Kurve 
aber nur in dem Teile, der durch die 
Dissoziation der ersten Valenz be- 
stimmt ist, also in einem um so 
kleineren Bereich ihres Verlaufs, je 
vielwertiger der Elektrolyt ist und 
je weiter seine Dissoziationskon- 
stanten auseinanderliegen. Das 
gleiche gilt somit fiir gleichmaBige 
Anderungen der ionalen Aktivitats- 
faktoren (von f,, — fa»): 

Dies wird durch Abb.1 fiir 
eine zweiwertige Saure illustriert: 


Aktivitatsfaktoren und Normalitats« 
restkurve. 








Liegen die beiden Dissoziationskon- 
stanten weit auseinander(K, = 107’, 
K, = 10—"), so macht sich eine 
Erniedrigung des ionalen Aktivitats- 
faktors von 1 auf 0,5 fiir einen 


0-Wert < 0,5 iiberhaupt nicht mehr geltend. 


. Kurvenpaar mit den Dissoziations- 


konstanten AK, = 10-7, Ky = 10-19, 
—— fag = la, = le, =. 
oq lay = 1, fa; = las = 0,5. 


. Ebenso mit Dissoziationskonstanten 


K, = K, = 10-", 


Im Bereich der ersten 


Dissoziationsstufe dagegen tritt die durch die Halbierung des fq be- 
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dingte scheinbare Verdoppelung von K, voll in Erscheinung: Die 
o-Kurve ist fiir g-Werte > 0,5 um 0,3 (= log 2) im py verschoben. Ist 
dagegen K, = Ky, so daB sich die Dissoziation der ersten Stufe tiber 
die ganze Normalitatsrestkurve erstreckt, so verwischen sich diese 
Verhaltnisse. Die ganze Normalititsrestkurve wird verschoben (aber 
auch hier nicht parallel), doch erreicht die Verschiebung dafiir nirgends 
den Betrag von 0,3 im pu. 

Eine Anderung des ionalen Aktivitatsfaktors bei unveranderter 
Aktivitat der Molekiile ist also nur in dem Teil der o-Kurve erkennbar 
dessen Gestalt durch die Dissoziation der ersten Valenz bestimmt ist 
falls sich die Aktivitatsfaktoren fiir alle lonenarten des mehrwertigen 
Elektrolyten (f,, — fan) gleichmaBig andern. Bei vielwertigen Elektro- 
lyten ist diese Aktivitétsiinderung in dem gréBten Teile der @-Kurve 
iiberhaupt nicht abzulesen, ganz gleich, wie groB die auftretenden 
Anderungen der ionalen Aktivitat sind. 


Eine Verlagerung der @-Kurve in ihrem ganzen Verlauf tritt iiber- 
haupt nur dann auf, wenn die Aktivitatsfaktoren der einzelnen lonen- 
arten sich ungleichmaBig andern, und zwar wenn diese Anderung mit 
steigender Wertigkeit des lons immer gréBer wird (4 f,, < A /,, 
<Af,, usw.). Dies geht aus folgender Betrachtung hervor: Eine 
Verschiebung der o-Kurve hat dann stattgefunden, wenn nach der 
Verschiebung derselbe Normalititsrest (@-Wert) einer anderen [H|} 
(einem anderen px) zugeordnet ist wie vorher. Der formal besonders 
markante Fall einer Parallelverschiebung ist dann gegeben, wenn die 
pu-Differenz infolge der Verschiebung fiir alle @-Werte dieselbe ist 

Der 9-Wert bleibt unverindert, wenn in Gleichung (9) die Produkte 
fi, Ps fay - h*, fa, --h® usw. trotz Verianderung von h dieselben bleiben, 
wenn also f,,, f,,. /,, usw. um ebensoviel z. B. kleiner werden als 
h, h?, h® usw. gréBer wird. Bezeichnen wir den veranderten A-Wert 
als h’ und die verinderten /,-Werte als /;-Werte, so folgt aus dieser 
Bedingung: 





fa, ea h 

fa, 

a - 

ei @ 
ho  W _ iy 

Se yee | 


_ 


* andert sich also mit wachsender Wertigkeit des Ions sehr stark. 


a 
Wird aus /,, = 1 etwa durch Hinzufiigen eines Neutralsalzes ha, = 0,79 


so muB aus f,,, = 1, f,,, = (0,79)' = 0,1 werden, damit eine Parallel 
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verschiebung der 9-Kurve auftritt. Eine Verkleinerung des /,, von 1 
auf 0,79 entspricht aber einer Erhéhung der h von 1 auf 1,26, da 
0,79 l 


nach (11) 1 ~ 1% ist. 


Diese h-Veranderung bedeutet nur 0,1 im pg. Damit eine so geringe 
Parallelverschiebung der @ — py-Kurve auftritt, miissen sich also die 
Aktivitétsfaktoren der hochwertigen lonen selbst im giinstigsten Falle 
(vgl. dazu 8. 392) ganz auBerordentlich andern (z. B. /,,, von 1 auf 0,1). 


Zusammenfassend |aBt sich sagen: Im allgemeinen wird der EinfluB 
gegebener ionaler Aktivitatsinderungen auf die g-Kurve bei der Disso- 
ziation héherer Valenzen so gering, daB selbst betrachtliche Aktivitats- 
anderungen in diesem Teil der Normalitaétskurve aus ihrer Verlagerung 
nicht einmal qualitativ feststellbar sein werden. Dieses gilt besonders 
fiir Proteine mit ihrer hohen Wertigkeit. Findet man dagegen doch 
Veranderungen der 9-Kurve, etwa bei Wechsel des Neutralsalzmilieus, 
so ist nach den voranstehenden Ausfiihrungen ihre quantitative Aus- 
deutung als Aktivitaétsinderung meist nicht méglich. Sie erfordert 
namlich die Kenntnis aller Dissoziationskonstanten des betreffenden 
Elektrolyten und des veranderten und unveranderten Normalitits- 
kurvenverlaufs. Dieses aber sind GréBen, die ohne molekulartheoretische 
Erwagungen! bei EiweiSkérpern bisher nicht zur Verfiigung stehen. 

Die Bildung undissoziierter Salze muB die H’- und O H’-Bindungs- 
kurve mehrwertiger Siuren und Basen (im Gegensatz zu den Verhilt- 
nissen bei einwertigen Elektrolyten) anders beeinflussen als Aktivitats- 
inderungen. Ein nicht aktives lon nimmt an keiner chemischen Reaktion 
teil, kann also auch nicht unmittelbar in den Zustand héherer Wertigkeit 
iibergehen. Dagegen kann ein lon, das in einer bestimmten Valenz 
ein undissoziiertes Salz gebildet hat, selbstverstandlich in den héheren 
Valenzen weitere H' abdissoziieren. Fiir die Aufstellung§ einer 
Normalitatsrestformel unter Beriicksichtigung dieser Tatsache sind 
einige neue Begriffe einzufiihren. Werden die molaren Gesamt- 
konzentrationen aller Molekiile, die ein oder mehrere H abdissoziiert 
haben, weiterhin mit A’, A”, A’”’ usw. bezeichnet, so ist ferner: 

1. a’, a”, a” usw. der Bruchteil von A’, A”, A"S usw., welcher 
ein Ion mit freier Ladung bleibt. 

2. as’, as”, as” usw. der Bruchteil von A’, A”, A’” usw., der 
in der ersten Valenz ein undissoziiertes Salz bildet. 

3. ass” usw. der Bruchteil der hierfiir in Frage 
kommenden Wertigkeitsstufen (A”’, A’’, A” usw.), der in den ersten 
beiden Valenzen ein undissoziiertes Salz bildet, analog asss”’ 


“"“"peree 


ass usw. 


” “nr “ser 


, a88 , 288 


, ““"s008 
, 4888 


1 Vgl. Linderstrem-Lang und Ellen Lund, a. a. O. 
Biochemische Zeitschrift Band 189. 




















394 H. H. Weber: 


Ferner ist ' 





a 
=> — 
a +as 
as” 
“a = oS; is9 (12) 
as" + ass 
ass” 
G& == _— =<, 4USW. 
ass "+ asss 


Nun scheinen auf den ersten Blick die Verhaltnisse sehr uniiber 
sichtlich, da alle diese zahlreichen Existenzformen des Elektrolyten in. 
einander tibergehen kénnen. Zwischen dem einwertigen lon mit freier 
Ladung (a’) und seinem Salz (as’) und dem zweiwertigen Ion (a’’) und 
seinen Salzen (as”’ und ass ”’) bestehen bereits folgende Gleichgewichte 


i a’ K 8 a’.s 
o> = 3. b) as” = —, 
h Kis “ 
et ila a a ef ee 
~ a’.s ee K,.as at as"’.s 
c) «8° = —,, d) as’ = —*.—.,,_ e) ass” = — ’ 
Kos h Rass 


worin die K-Werte die verschiedenen Dissoziationskonstanten dieser 
fiinf Gleichgewichte bedeuten. s ist die molare Konzentration des 
einwertigen Kations, mit dem die mehrwertige schwache Saure das 
undissoziierte Salz bildet. Sie soll in den weiteren Betrachtungen 
als konstant angenommen werden, was bei Uberschu8 eines Neutral- 
salzes praktisch realisiert ist. Nun ergibt die genauere Betrachtung. 
daB sich diese fiinf Gleichgewichtsbedingungen fiir die Charakterisierung 
des jeweiligen Zustandes des Elektrolyten teilweise gegenseitig ver- 
treten. Kombiniert man namlich die Gleichgewichtsformeln (13 
a) bis d), so ergibt sich 

Kis 


Ky r= Xe (14) 


Also andert sich Ky proportional ae. D. h., wird K,, gréBer 
28 
als K,S, ist mit anderen Worten das Gleichgewicht zwischen den 
Ionen mit freier Ladung und den Ionen, die in der ersten Valen 
ein undissoziiegtes Salz bilden, im zweiwertigen Zustande des Elektro- 
lyten mehr nach der Seite des Salzes verschoben als im einwertigen 
Zustande, so entspricht dem eine VergréBerung von | ae Man kann 
also diese Tatsache auch durch eine Verschiebung des Gleichgewichts 
zwischen as’ und as” nach der Seite von as” (entsprechend der 
VergréBerung von K,) richtig beschreiben. 

Das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Formen von 4’ 
und A” ist also durch die Gleichungen a), d) und e) von (13) aus- 
reichend charakterisiert. Die Tatsache, daB in jeder Wertigkeitsst fe 
undissoziierte Salzformen auftreten, die nicht aus den Salzformcn 
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der vorhergegangenen Stufe unmittelbar durch H’’-Abdissoziation 
entstehen, ist in unserem Beispiel durch Gleichung e) von (13) dar- 
gestellt. Man kann dieser Tatsache aber auch generell durch Einfiihrung 
der Begriffe a,, a, usw. [s. unter (12)] gerecht werden. a, wiirde dann 
in unserem Beispiel fiir die Berechnung von A’ die Gleichung b) unter 
(13) vertreten, a, die Gleichung e) unter (13) bei der Berechnung von 
A”. Dies hat den Vorteil, daB die a-Werte unmittelbar mit den /, -Werten 
des vorigen Abschnittes vergleichbar sind: Beide Arten von Werten 
charakterisieren in der Normalitatsrestformel das Verhiltnis der freien 
elektrischen Ladungen zur Gesamtheit der Valenzen, die ein H ab- 
dissoziiert haben. 

Die Formulierung von A’, A”, A” usw. in der ausgefiihrten Weise 
geschieht folgendermaBen: 


A 


= a@'+as8'; a = 4,A’ =A, 
AK : yp. 
= ts as’ = (l—a,)A’ — AK, a, . 
ha, h , 
= e"’+as”"+ ase” 
_@K, AK,K, | ..,_a8'K,y _ AK, K; l1—a, 
re eo ee ae 
oF" iy gy — ARK Im Im 
h Oy thy 
we AK, Ky | — Oy. 
h? OL, - Oy 
AK, Kk, AK, K; 1 —o, 
h? h? Oh, ty | 


bed Ad 


+ asses’; 


ae hs 
as"K;  AK,K,K, 1—a, 
~ h* —* 
aes”.K"  AK,K'K” 1—a, 1—« 
: h hs a, ~_ 
_ass thine oe. Men —t, | Hy 
a; h Ot, a, hs 
ases””” _ AK, K,K, 1—a, 1—a, 
hs G, ig 
AK,K,K, 4 AK, K,K, 1—a, 4 AK, KK; 
hs h® Oy h 
ken —_ 
Fn Ree usw. 
a, Hh, - Hs 


26* 
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Wollte man diese Ausdriicke fiir A’, A”’ usw. in dieser allgemeinen 
so wiirde diese 


Form in die Normalitatsrestformel einsetzen, sehr 
uniibersichtlich. 
Es ist darum zweckmaBig, folgende Annahme einzufiihren: Der 


Dissoziationsgrad der Salzbildung in der ersten freien Valenz soll fiir 
alle lonenarten der mehrwertigen schwachen Saure (a’, a”, a” usw 
gleich sein: 


a’ a’ a” 
= — = =, usw. = @ 


as . 


a +as’ a” + 

Er darf sich unterscheiden von dem Dissoziationsgrad der Sa!z- 
bildung in der zweiten Valenz (a,)._ Doch soll auch dieser wieder fiir 
alle fiir eine Salzbildung in der zweiten Valenz in Frage kommenden 
lonenarten der Saure gleich sein: 


as 


r "reer 


+ @88 


as” as 
Orr usw. = @,. 


ase"+ase” as”6 4-aee” as’ 


Dieselben Bedingungen sollen auch fiir die Salzbildung in allen 
weiteren Valenzen gelten. 


’ ” 


a 
(13) b) und ec) 


nach — -, wenn 


Nun wird — = 
+ as a” + as 


K, 5 = Ky, wird. Dies ist zu verallgemeinern. Auch K,., K,¢ usw 
wird gleich K, , unter der oben eingefiihrten Annahme. Ebenso werden 
dann alle Dissoziationskonstanten der Salzbildung in der zweiten 
dritten usw. Valenz in jeder Gruppe unter sich gleich. 


’ 
1 


Dann aber wird entsprechend (14) und den analog zu bildenden 
Gleichungen fiir alle anderen Salzdissoziationskonstanten 


KwkK,, £,=8,=4,, £,= K, = KK; = K; ev. 


Hierdurch wird es méglich, in den Ausdriicken fiir A’, A’, A’”’ usw 
(s. 8. 395) die jeweiligen Dissoziationskonstanten und h-Werte vor <i 
Klammer zu ziehen. Setzt man die so erhaltenen Werte fiir A’, A” 
A’” usw. in die Normalitatsrestformel ein, so ergibt sich (nach Division 
von Zahler und Nenner durch A) 


n—1 K, 1 n-2 Bi Ba( _il-a, ee l-a, 1l-« 
Tt a °F rng n hs -—. 7 

1. Ar, 1 + Ai Ka(; oe “1) 4 Ky Ky Ks (, _l-a,  1-a, 1l-«, 

h a, h, Oh, hy / hs a, Q, hy et 
n—nK, Ka ( l—a, l-a, l-a, l-a, l-a, l-a — 
n h" a, a, ty am, thy On —1-O 
Piers Dbhy 2 aM l-a, l—a, l-a, l-a, .—t—2) 

hn tt, So ie on & th, On — 1 - Oy 


ube 
test 
( 


auc 
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Es soll nun zuniachst in genauer Parallele zu den Untersuchungen 
liber den EinfluB der /,-Werte auf die Normalitatsrestkurve (s. 8. 391) 
festgestellt werden, wie diese Kurve sich andert, wenn aus a, (ly 

@,= a, usw. = 1, a, = a, = a,= a,= 0,5 wird. Damit wird 


auch der mittlere Dissoziationsgrad = 0.5. 


Abb. 2. 
Die Bildung undissoziierter Salze und die Normalitatsrestkurve. 
—— Normalitatsrestkurve einer zweiwertigen Siure mit dem Dissoziationsgrad ihrer Salze 
a, = a,=1, mit @, = a, = 0,5 (K, = 10-7, Kz = Kg = 10-19), 





Die Bildung undissoziierter Salze und die Normalitatsrestkurve. 
Normalitétsrestkurve einer dreiwertigen Saure mit «4; = a, = a; = 1, ~—— mit a; = a, 


” 


= @; = 05 (K, = 10-7, K, = Kg = 10-*, Ky = Ky = Ky = 10-11), 


Die Abb. 2 und 3 zeigen dies fiir eine zwei- und eine dreiwertige 
Saure mit den dort angegebenen Dissoziationskonstanten. Es ergibt 
sich, daB die Halbierung des mittleren Salzdissoziationsgrades die 
Normalitaétsrestkurve im Bereich der H-Abdissoziation der héheren 
Valenzen immer weniger verschiebt. Also ist der EinfluB eines gegebenen 
Salzdissoziationsgrades auf die Normalitaétsrestkurve — ebenso wie 
der eines bestimmten Aktivitatsfaktors — bei mehrwertigen Sauren 
(und Basen) anders als bei einwertigen, und zwar geringer. Die Ver- 
schiebung der Normalititsrestkurve mit der gleichmaBigen Anderung 
von @,, a, usw. nimmt im Bereich der H -Abdissoziation der héheren 
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Valenzen aber weit langsamer ab als mit der analogen Anderung der 
/,-Werte (vgl. dazu Abb. 1). AuBerdem wird diese Verschiebung auch 
bei kleinem Normalitatsrest mit steigender Wertigkeit der Saure ni 
Null, sondern nahert sich asymptotisch einem Grenzwert. Die Grit 
dieses Grenzwertes hangt von dem Betrage der gleichmaBigen fr. 
niedrigung Von aj, dg, dg usw. ab. Dieser untere Grenzwert der pg-Ver 
schiebung der Normalitatsrest kurve wachst sehr stark mit der zunehmen- 
den gleichmaBigen Verkleinerung der a-Werte an. Werden diese gleic})- 
ma&Big von | auf 0,5 herabgesetzt, so ist er noch so klein, daB die Ver 
schiebung der Normalitatsrestkurve im Bereich der H -Abdissoziation 
der héheren (z. B. der zehnten) Valenzen praktisch nicht mehr meBbar 
ist. Bei einer gleichmaBigen Herabsetzung der a-Werte von 1 auf 0.33 
betragt der untere Grenzwert der Verschiebung der Normalititsrestkurve 
dagegen bereits 0,3 im pg. Der in verschiedenartigem Salzmilieu bei 
EiweiBgegenwart vielleicht noch eben sicher zu wertende py-Unterschied 
von 0,1 stellt den unteren Grenzwert dieser Verschiebung dar, wenn 
die a-Werte gleichmaBig von 1 auf etwa 0,45 herabgesetzt werden. 
Diese verschiedenen rechnerischen Konsequenzen der obigen Uber- 
legungen sollen hier nicht im einzelnen abgeleitet werden. 


Damit die Normalitatsrestkurve sich mit einer Verinderung der 
a-Werte parallel verschiebt, miissen sich diese ungleichmaBig andern 
Auf 8.392 ist gezeigt, daB eine Parallelverschiebung der Normalitats- 
restkurve das exponentiale Anwachsen der Faktoren zur Voraussetzung 
hat, mit denen die Werte fiir a’, a’’, a’” usw. zu multiplizieren sind 


‘ 1 
Da der Faktor fiir a’ = = nach (16) ist, muB also 
€ 


y 
1 — 1 
s) 14—7=-, | 
Ot, hy Ot, : 


1— i— 1 — l 
b) 14 = + - hee. ae , usw. 
Gy a, Oy hs a, 
sein. 


Die Auflésung von (17) a) nach a, lautet: 


1 

a, = 7 
=— 1 
a, 


Die Auflésung von b) nach a, lautet: 


_(d—a) (di — Oy) 


u(y a 1) 


1 


a, — 


ist. 


an 


gle 


sO 


Di 
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Dieses Resultat vereinfacht sich zunachst nicht weiter, setzt man 
1 


i 


. , sad . . 
aber fiir a, den eben abgeleiteten Wert |——— ein, so wird daraus: 


a 


2 
a, 


Bei analoger Behandlung wird auch a,, a, usw. gleich ag, d.h., die 
Normalitatsrestkurve wird durch undissoziierte Salzbildung parallel 
verschoben, falls 


ist. 

Falls also nur die beiden ersten a-Werte (a, und a,) sich in der 
angegebenen Weise unterscheiden, sind alle iibrigen a-Werte einander 
gleich (bei einer Parallelverschiebung der Normalitatsrestkurve). 


Dies Resultat ist befremdend und schwer anschaulich zu begriinden. 
Es 14Bt sich auf einem ganz anderen Wege bestitigen. Doch soll hier 
davon abgesehen werden, da heute die Konstanten fiir eine genaue 
Analyse der H- bzw. OH’-Bindungskurven vielwertiger Elektrolyte 
in der hier angedeuteten Weise fehlen. 


Zusammenfassend laBt sich sagen: Eine Anderung der a-Werte 
wirkt auf die Lage der Normalititsrestkurve anders als eine Anderung 
der {,-Werte. Bei gleichmaBiger Anderung der a-Werte (von a, bis a,) 
wird die Normalititsrestkurve auch bei mehrwertigen Elektrolyten 
in einem viel weiteren Bereich ihres Verlaufs verschoben als bei analoger 
Anderung der /,-Werte. Wenn diese Verschiebung auch fiir einen kleinen 
Normalitatsrest bei hoher Wertigkeit des Elektrolyten kleiner wird, 
so wird sie doch theoretisch nie Null, sondern strebt einem Grenzwert zu. 
Dieser Grenzwert der Verschiebung ist praktisch meBbar, wenn die 
Anderung der a-Werte von 1 auf etwa 0,4 oder einen kleineren Wert 
erfolgt. Solche Anderungen — etwa durch Wechsel des Neutralsalz- 
milieus — kénnen also auch bei einer o-wertigen schwachen Saure 
(oder Base, vgl. dazu 8.387) dem qualitativen Nachweis aus der 
Anderung der Normalitatsrestkurve nicht entgehen. Fiir eine etwaige 
quantitative Berechnung gilt das fiir den /,-EinfluB (S. 393) Gesagte. 
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IV. Der isoelektrische Punkt bei ,,wahrer“ Salzbildung. 

Die schwerwiegendsten Bedenken gegen die Giiltigkeit des Mass«n. 
wirkungsgesetzes bei der Reaktion von EiweiBkérpern und verwandten 
Kolloiden mit anorganischen lonen ergeben sich aus den Betrachtungen 
von L. Michaelis iiber die Lage des isoelektrischen Punktes!. Dieser 
Autor hat nimlich abgeleitet, daB das py des isoelektrischen Punkt:< 
unverandert bleiben miBte, auch wenn das Kolloid nach dem Massen- 
wirkungsgesetz undissoziierte Salze bildet. Nun dndert sich aber der 
Umschlagspunkt der kataphoretischen Wanderung mit Wechsel dex 
Salzmilieus haufig. Dies gilt nicht nur fiir ganze Zellen, sondern auch 
fiir reine EiweiBkérper (Jaques Loeb®?, H.H. Weber*). Dieser Wider 
spruch hat zu dem SchluB Veranlassung gegeben, daB sich die Ionen 
des Neutralsalzes mit dem Protein nicht im Sinne des Massenwirkungs. 
gesetzes verbinden, sondern daB sie adsorbiert werden. Dieser Schluf 
ist unberechtigt. Auch die Verschiébung des isoelektrischen Punktes 
widerspricht der Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes nicht. 

Die Ableitung von L. Michaelis, auf der dieser SchluB beruht 
wird naimlich den verwickelten Verhaltnissen bei ,,wahrer‘ Salzbildung 
eines Ampholyten nicht ganz gerecht. In seiner klassischen Formulierung 
des Ladungsgrades (A) definiert Michaelis diesen als die molare Diffe- 
renz der entgegengesetzt geladenen Ampholytteilchen im Verhiltnis 
zur Gesamtmolaritét des Ampholyten. Sind die Konzentrationen 
dieser entgegensetzt geladenen Teilchen gleich, der Ladungsgrad also 
Null, so ist das definitionsgemaB der isoelektrische Zustand des Ampho- 
lyten. Nun nimmt Michaelis stillschweigend an, da8 Ampholytteilchen 
mit freier elektrischer Ladung nur aus den undissoziierten Ampholyt. 
molekiilen entstehen kénnten. Diese Annahme ist statthaft, falls der 
Ampholyt keine ,,wahren“ Salze bildet, und falls man Amphoionen 
(Zwitterionen) wie undissoziierte Molekiile ansieht. Dies ist bei Be- 
trachtungen iiber den isoelektrischen Punkt berechtigt. Kénnte man 
diese Michaelissche Voraussetzung auch bei wahrer Salzbildung 
gelten lassen, so wiirde sich das oben angefiihrte Resultat ergeben: 
Der isoelektrische Punkt wird durch ,,wahre“ (undissoziierte) Salz- 
bildung nicht in seiner Lage beeinfluBt. 

Nun heiBt die Annahme iiber die Entstehung von Teilchen mit 
freier elektrischer Ladung in Wirklichkeit aber korrekt: Teilchen mit 
freier elektrischer Ladung kénnen entstehen aus allen elektrisch nev- 
tralen Partikeln, die zur Abdissoziation eines H oder OH’ befahigt 
sind. Im Falle wahrer Salzbildung sind das aber auBer den undisso- 


aa. O., 8. 124. 
2 Jaques Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin, Julius Springer, 1924. 
°’ H. H. Weber, diese Zeitschr. 168, 451 ff., 1925. 
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ziierten Ampholytmolekiilen auch noch die in einer (entweder der 
basischen oder der sauren) Gruppe undissoziierten Salze. Vereinigt 
sich namlich z. B. ein Ampholytkation mit einem Saurerestanion zu einem 
undissoziierten Salz, so wird es damit elektrisch neutral. Es besteht 
nun kein Grund, anzunehmen, daB ein solches Ampholytmolekiil, das 
in seiner basischen Gruppe durch einen Saurerest besetzt ist, nicht in 
seiner sauren Gruppe ein H abdissoziieren und damit eine negative 


Ladung aufnehmen kann. 
Eine Ableitung unter Beriicksichtigung dieser Tatsache bedarf 
folgender Begriffe : 
Molaritat undissoziierter Ampholytmolekiile, 
Ps der Ampholytmolekiile, die ein H’ abdissoziiert haben, 
des ,,wahren“ elektroneutralen (undissoziierten) Salzes des 
Ampholytanions (a’), 


” 
des ,,wahren“ Salzes des Ampholytanions (as), das auBer- 
dem ein OH’ abdissoziiert hat, 


der Ampholytmolekiile, die ein OH’ abdissoziiert haben, 
des ,,wahren“‘elektroneutralen Salzes des Ampholytkations, 


des wahren Salzes des Ampholytkations (sa), das auBerdem 
ein H’ abdissoziiert hat, 


des ,,;wahren‘* Anion-Kationsalzes des Ampholyten (ent- 
sprechend sa’ + s oder as + 8’), 


der Summe aller dieser Existenzformen des Ampholyten. 


a’ a as 
; > @s = — > &, = -— . 
+ as a + sa as + sas 


Nun gelten folgende Beziehungen zwischen diesen Existenzformen 
des ein-einwertigen Ampholyten: 
K,a 
a) a = b) 
h 
K;,.as K,.as.h !) as .s 
= ; >; d) ee= —; 
oh Ky Ky. 
) ‘ K,a K,ah f) a.s 
e = = -> : sa = ——; 
oh Run K,, 
: K, sa sa’ .s 
r) sa = ; h) eae = -——_» 
g) h K’. 





Die verschiedenen K-Werte bedeuten die Dissoziationskonstanten des 
betreffenden Gleichgewichts und K,, die Dissoziationskonstante des 
Wassers. .Die Molekiilform sas ist doppelt bestimmt durch (18) 
d) und h). Es wird also nur eine dieser beiden Gleichungen bendétigt. 
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Findet nun ferner analog dem Verfahren des vorigen Abschnitts 
[siehe 8. 395 (15)] die Charakterisierung der Salzbildung durch Ein. 
fiihrung der a-Werte (a,, ap, a4 ,) statt (anstatt durch s, 8’ und 
K,,, Kas, Kys), 80 sind die molaren Konzentrationen der einzelnen 
Existenzformen des Elektrolyten folgendermaBen festgelegt : 





@a—@; 
,  @K, 
a s wh 
ak, 1—«ay 
as = . . 
h a4 
iad ad ak, K, 1— a, 
en cs, 
aK,K, 1—a, 1—agp (14 
a6 == ~ . . ° 
K,, as GAB 
a ak,h 
si a 
pare ak,h | ap 
-_ a Ap 
a ak, K, 1—apz 
i Ky aR 


Der Ladungsgrad ist definitionsgemaB (s. 8. 400) 


_ (a+ sa’')— (a + as) 
A 





oder 
4 a+ sa’ —a —as 
~ at+at+a+satas+sa+as+sas 


und wird durch Einsetzen der molaren Konzentrationen der einzelnen 
Existenzformen des Ampholyten [s. unter (19)] als Funktion der A und 
der Dissoziationskonstanten zu folgender Formulierung: 


Ky, , 1 —— 1 —- Ap 
A h x, (Kok ap 
: a cent cee hee. 6 Sacer to 
14... ones 24 ; + —-(|K,K 
h K, h aA  « ap Ky ( " ° aR 
al ue Gia Kyh 

a 2 oe ) Rw (20) 
~ wo l—ey - op 1—ag 1—agp P 

K, Kj, - + Ka K}- ) 


| QAR 
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ritts Die A des isoelektrischen Punktes ist die A fiir den Ladungsgrad 
Ein. § Null. Setze ich dementsprechend (20) 2 = 0 und lise nach A auf, so 
und ergibt sich 
nen K,K, . K?/Ka |\—ag Ky, 1—a,\* 
hyp = , T ( he =o ) 
K, 4 \K, ap K, a4 
K, (Re l1—a, K, 1— wa) 


— —— 21) 
2 \K, ap Ky, a4 wn 


Diese Formel fiir die A des isoelektrischen Punktes unterscheidet sich 
von der Michaelis-Formel durch Zusatzglieder, deren Vorzeichen und 
Betrag von dem Umfang der ,,wahren“ Salzbildung des Ampholyten 
abhangt. Findet eine solche nicht statt (a, = ag = 1), so werden 
diese Zusatzglieder Null ¢ = on Ls 0), und es bleibt die 

aR as / 
bekannte Michaelisformulierung 


K 
ep 
aad J Ky 


Uber den EinfluB der Salzbildung ist folgendes zu sagen: 


1. Er kann darin bestehen, daB K, sich von Kj, und K, sich von 
Ky unterscheidet, d. h., daB die Fahigkeit der undissoziierten Ampholyt- 
salze in den geladenen Zustand tiberzugehen [entsprechend Gleichung (18) 
c) und g)], anders ist als die der undissoziierten Mclekiile. Wieweit 
das im gegebenen Einzelfall so ist, ist nicht mit Sicherheit vorher- 
zusagen. . 

2. MuB die Salzbildung immer insofern auf die Lage des isoelektri- 
schen Punktes einwirken, als sie die freie Ladung der betreffenden 
Valenz vernichtet, in der sich das undissoziierte Salz bildet. Art und 
Grad dieser Einwirkung ist vollstandig zu iibersehen. 


Dies ist besonders leicht, wenn man annimmt, daB die Salzbildung 
in der zuerst angefiihrten Art keinen Einflu8 hat, daB also K, und K, 
sowie K, und Kj, gleich sind. Dann wird (21) zu 
K,K, K?(1—ayz 1—a,\* K,(1—an_1—ay 
hy P. — ] ( . me ) + = ) ‘ 


K, 4 ap 04 2 \ ap 4 


(22) 


Es ergibt sich fiir diesen Fall: 


1. Werden von dem Ampholyten die gleiche Anzahl an Saure- 
restanionen und Basenrestkationen gebunden, ist also ag = ay, 80 
: 1 — ap l—a 
wird der Ausdruck ( : 5 

aR a4 
Punktes bleibt unverandert. 


) Null. Die Lage des isoelektrischen 
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2. Ist ay < a4, so wird dieser Ausdruck in der Klammer positiy 
Der isoelektrische Punkt wird nach der sauren Seite verschoben. Dies 
wire also in Ubereinstimmung mit den experimentellen Befunden 
(vgl. 8.400) dann der Fall, wenn sich spezifisch besonders wirksany 
Saurerestanionen bevorzugt mit dem Ampholyten zu einem Salz ver 
binden. 


3. Ist ag > ay, so wird der Klammerausdruck auBerhalb ce: 
Wurzelzeichens negativ, unter der Wurzel bleibt er allerdings positiy 
weil er dort als Quadrat auftritt. Der Gesamtwert der rechten Seit: 
von (22) wird aber doch verkleinert, wovon man sich am einfachsten 
an einem Zahlenbeispiel tiberzeugen kann. Eine bevorzugte ,,wahre’ 
Bindung von Basenrestkationen bewirkt also eine Verschiebung des 
isoelektrischen Punktes nach der alkalischen Seite. 


4. Wird entweder az oder a, = 0, so wird 


l—ap,  l—ay 
——— bzw. == oo 
3 as 
d. h. der isoelektrische Punkt in der Richtung, die fiir die bevorzugt: 
Verkleinerung dieser beiden Werte unter 2. und 3. angegeben ist, in dic 
Unendlichkeit verschoben. Ein Ampholyt, dessen gesamte basisch: 
Valenzen durch undissoziierte Salzbildung besetzt sind, verhialt sic! 
also wie eine schwache Siure, sind dagegen seine gesamten sauren 
Valenzen besetzt, wie eine schwache Base. Dies Resultat ist ohn 
weiteres anschaulich. 
‘ - 7 . ‘ , ia ee . , 
5. Wird fiir ein bestimmtes Verhiltnis = der isoelektrischy 
B 
Punkt um einen bestimmten Betrag nach der sauren Seite verschoben 


ee ee 
so wird er fiir das reziproke Verhaltnis =, um denselben Betrag nac! 
A 
der alkalischen Seite verschoben. 


6. Ein bestimmtes Verhiltnis A verschiebt den isoelektrischen 
B 
Punkt um so mehr, je gréBer das Produkt K, . K, ist. Wird dies 


Produkt kleiner als 10~", so wird die Verschiebung schon recht klein 


0,01 
Fir K,.K, = 10-8 muB ~ schon gleich 0,01 ( , ) bzw. 1) 
B 


1 
(sai) sein, um eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes un 


etwa 0,3 im pa zu bewirken. 


Nun ist aber bei Ampholyten von Aminoséuretypus tiberhauy 
mit einem hohen Produkt K,.K, zu rechnen, entsprechend den 
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neueren Anschauungen iiber die Existenz eines betrachtlichen 
Bruchteils dieser Kérper als Amphoionen (Zwitterionen). Ganz sicher 
aber diirfte das fiir EiweiBkérper gelten, bei denen ja sogar meistens 
das Produkt der ,,fiktiven‘’ (siche 8.387) Konstanten nicht ganz 
niedrig ist, das Produkt K, . Ko, aber in Anbetracht ihrer Viel- 
wertigkeit noch sehr viel (unter der Annahme eines als Siure wie 
als Base zehnwertigen Ampholyten 100mal) gréBer sein muB (vgl. 
dazu §.387 iiber das GréBenverhaltnis der .,wahren** zu den ,,fik- 
tiven’’ Dissoziationskonstanten). Es ist also anzunehmen, daB die 
Erklarung der Verschiebung des isoelektrischen Punktes aus dem 
Massenwirkungsgesetz den Beobachtungen nicht nur dem _ Sinne, 
sondern auch dem Umfange nach geniigt. 


Zusammenfassung. 


1. Die H- bzw. OH’-Bindungskurve mehrwertiger Séuren 
und Basen wird auf einen rationellen MaSstab gebracht durch 
Definition als Normalititsrestkurve (Verhaltnis der undissoziierten 
Normalitaét zur Gesamtnormalitat). Die Normalitatsrestkurve wird 
dargestellt als Funktion der [H] und der wahren Dissoziations- 
konstanten der einzelnen (ein-, zwei-, dreiwertigen) lonenarten. 
Hierdurch ist die genaue (nicht niherungsweise) Errechnung 
dieser Dissoziationskonstanten aus der Elektrotitrationskurve von 
Séuren und Basen beliebiger Wertigkeit erméglicht. DaB sich 
die Normalitaétskurve sicher (Proteine, Hexosediphosphorsiure) oder 
wahrscheinlich (Fermentsubstratverbindungen) mehrwertiger Reaktions- 
teilnehmer durch eine sogenannte ,,mittlere“‘ Dissoziationskonstante 
darstellen laBt, 14Bt sich aus einem bestimmten Abstand ihrer 
..wahren“  Dissoziationskonstanten  erkliren. Fir solche, den 
Verlauf der Normalitaétskurve exakt beschreibende, aber nicht 
massenwirkungstheoretisch analysierende  ,,mittlere“ Dissoziations- 
konstante wird der Ausdruck ,,fiktive’’ Dissoziationskonstante vor- 
geschlagen. 

2. Der Einflu8 von Anderungen der ionalen Aktivitat (/,-Werte) 
auf die Normalitatsrestkurve mehrwertiger Elektrolyte wird analysiert 


(vgl. dazu den zusammenfassenden Absatz auf 8. 393). 


3. Der EinfluB von sekundaren Anderungen der lonenkonzen- 
tration von mehrwertigen Elektrolyten durch Bildung undissoziierter 
Salze (entsprechend dem Massenwirkungsgesetz) auf die Normalitats- 
restkurve wird analysiert. Dieser EinfluB ist von dem ionaler Aktivitats- 
anderungen im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei einwertigen Elektro- 
lyten nicht unwesentlich verschieden (vgl. dazu den zusammenfassenden 
Absatz auf S. 399). 
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4. Es wird gezeigt, daB die Michaelissche Ableitung, die Bilduny 
,,wahrer“ (undissoziierter) Salze eines Ampholyten beeinflusse ic 
Lage seines isoelektrischen Punktes nicht, in dieser allgemeinen Form 
unrichtig ist. Es wird eine Formel fiir den isoelektrischen Punkt go- 
geben, die die Beeinflussung des isoelektrischen Punktes durch wahre 
Salzbildung zeigt und seine Verschiebung bei Kenntnis der ver. 
schiedenen Dissoziationskonstanten zu berechnen gestattet. Hiermit 
fiigen sich auch die bei Proteinen und Proteinsystemen (Zellen) haufiy 
beobachteten Verschiebungen des isoelektrischen Punktes durch 
Neutralsalze — zunichst qualitativ — einer Erklarung durch Massen- 
wirkungsreaktionen. 
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Allgemeiner Teil. 
I. Vorbemerkungen. 

Der eigentliche Verkiirzungsvorgang bei der Muskelkontraktion 
ist nur nach Kenntnis des physikochemischen Verhaltens der kon. 
traktilen Substanz zu erklaren. Hierauf wurde bereits in der ersten 
Mitteilung! hingewiesen. Inzwischen erschienene neue Verdffent. 
lichungen zur Frage nach dem Mechanismus der Kontraktion be. 
staétigen diese Behauptung: Garner? diskutiert die Frage, wie weit 
der Verkiirzungsvorgang als molekulare Umordnung der kontraktilen 
Substanz beim Ubergang von der fliissigen zur festen Kristallform zu 
verstehen sei. Er stiitzt sich hierbei auf gewisse Ergebnisse an Fett- 
siuren und ihren Seifen. Aber auch fiir den Muskel selbst wird dix 
iiberschlagsweise Rechnung so durchgefiihrt, als ob Stearinséure dik 
kontraktile Substanz wire. Diese Unterstellung war deshalb nicht 
zu vermeiden, weil fiir die hauptsaéchlichen Muskelfraktionen alle in 
Frage kommenden Daten fehlen. Der Garnersche Ansatz erscheint 
an sich aussichtsreich, so sollen réntgenoskopisch bei der Kontraktions- 
form der Totenstarre die fiir feste (dagegen nicht fiir fliissige) Kristal 
charakteristischen Interferenzen auftreten*, am frischen ruhenden 
Muskel aber fehlen. 

Im folgenden werden eine Reihe Konstanten fiir das Myogen mit- 
geteilt. Da fast alle Kontraktionstheorien iibereinstimmend dem 
Auftreten der H eine entscheidende Bedeutung beimessen, ist besonderer 
Wert auf die GréBen gelegt (Aquivalentgewicht scheinbare Dissoziations- 
konstanten), die die Reaktion des Myogens mit H’ und OH’ charak. 
terisieren. Da die vorliegenden Mitteilungen notgedrungen aus syste- 
matischen Griinden nach kolloidchemischen Gesichtspunkten angeordnet 
sind, werden die etwaigen biologischen Konsequenzen der Ergebniss: 
am SchluB des allgemeinen Teils zusammen besprochen. Zur Saure- 
quellungstheorie kann dabei anscheinend abschlieBend Stellung ge- 
nommen werden. 

II. Die Myogenlésung. 

Leitjihigkeit und [H]. Ein reines, geeignet hergestelltes Myogen- 
elektrodialysat* hat eine spezinische Leitfahigkeit von 5 bis 15 . 10~* 
Ihr p,, liegt meistens zwischen 6,6 und 6,0 (bisweilen bis 5,85) 5. 

Verunreinigungen. Es erweist sich damit als praktisch frei von 
anorganischen Elektrolyten. Infolge mehrtagiger bis mehrwéchiger 


1 H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443, 1925. 

2 W. E. Garner, Proc. of the Roy. Soc. 99, 40, 1925. 

3 Jonet H. Clark, Amer. Journ. of hyg. 6, 617, 1926; Ber. iiber d. ges 
Phys. usw. 38, 344, 1927. 

‘ Z. B. H. H. Weber, |. c. 

5 Durch die Anséuerung des DialyseauBenwassers, vgl. Weber, 1. c. 
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Dialyse bei schwach saurer Reaktion in Abwesenheit von Salzen ist 
das Dialysat als myosinfrei anzusehen'. Dagegen enthalt es immer 
etwas Albumin. Nach Ausfillen des Myogens durch Erwarmen auf 70° 
zwischen p,, 6 und 7 oder durch Sulfatfallung bei etwa p, , 4in 20 %,iger 
Na,SO,-Lésung findet sich in der Lésung noch ein kleiner Stickstoff- 
betrag, der 5 bis 10% des urspriinglichen N-Gehaltes betragt. Diese 
Werte dirften den maximalen Prozentsatz der Myogenverunreinigung 
durch Albumin darstellen. 

Es kann bei den angegebenen Fallungsverfahren, bei denen Albumin 
sicher nicht in so verdiinnter Lésung flockt, auch etwas Myogen geldést 
bleiben. AuBerdem zersetzt sich das offenbar sehr labile Myogen beim 
Erwarmen etwas, wodurch die Menge unkoagulabler Substanz vermehrt 
wird. Dies geht aus dem regelmaBigen, sehr betriéchtlichen Anstieg der 
Leitfahigkeit auf das Doppelte bis Zehnfache, sowie gelegentlichen pq,-Ver- 
schiebungen bis zu 1% Zehnerpotenz nach der alkalischen Seite beim Er- 
wiarmen auf 70 bis 100° hervor. Nach Erwaérmen auf 100° ist auBerdem 
der Rest-N-Gehalt nicht geringer als nach Myogenfallung bei 70°. Die 
Beseitigung des Albuminstickstoffs wird anscheinend durch vermehrten 
Myogenzerfall ausgeglichen. Bei EnteiweiBung mit Sulfosalicylsiure sinkt 
dagegen der N-Gehalt einer Myogenlésung unter 1°, des urspriinglichen 
Wertes. 

Da die physikochemischen Konstanten genuiner Proteine ungefahr 
von gleicher GréBenordnung sind, diirften die folgenden Ergebnisse 
durch die Abwesenheit der angegebenen, geringen Mengen von Fremd- 
proteinen nicht wesentlich gefalscht sein 
(vgl. hierzu experimenteller Teil !A und B). 

M yogenkonzentration. Die N-Konzen- 1% 
tration eines Myogendialysats betragt etwa 
0.15 bis 0,6 Millimol N auf den Kubik- 
zentimeter. Sie ist héher, wenn man von 
ilteren Tieren mit derberer Muskulatur aus- 
geht, als wenn zarte Tiere verarbeitet werden. 

Sie nimmt wahrend der Aufbewahrung 

durch Denaturierung durch Alterung lang- 

sam ab. Auf Grund der weitgehend iiberein- ; 2 SB Myager 

stimmenden Analysen von Fiirth, Chumis und Abb. 1. 

Chittenden? mit dem N-Faktor 6,15 auf EiweiB Dichte verschieden konsen- 
trierter elektrolytfreier 

umgerechnet bedeutet. dieser N-Gehalt etwa Myogenldsungen. 

0.9 bis 5°%ige Myogenlésungen. 

Spezifisches Gewicht. Das spezifische Gewicht frisch elektrodialy- 
sierter Lésungen ist bei 20° bis zu 3° Myogengehalt geradlinig in der 
aus Abb. 1 ersichtlichen Weise von der Konzentration des Proteins 


Dichte 
100? 


| Z.B. H. H. Weber, 1. c. 
2 O. v. Fiirth, Arch. f. d. exper. Pathol. u. Pharm. 36, 231, 1895. 
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abhangig. Die Gerade schneidet die Nullinie (Ordinate) bei 0,998 23, der 
Dichte reinen Wassers bei 20°. Aus dem spezifischen Gewicht der Lésuny 
berechnet sich das spezifische Gewicht reinen (wasserfreien) Myogens 
zu 1,35 (1,31 bis 1,385) bei 20°, wenn man die Volumkonzentration |<; 
der Lésung von Myogen vernachlassigt'. Das Volumen eines Grammes 
dieses Proteins in Lésung betragt somit 0,74 ccm (vgl. experimente|ler 
Teil 10). 

Spezifische Drehung. Die spezifische Drehung des Myogendialysat: 
in der ersten Stunde nach der Elektrodialyse betragt in 1 bis 3,5 °,igen 
Lésungen 31,4 (32,8 bis 30,1) Grad ohne erkennbare Abhangigkeit von 
Konzentration und Vorgeschichte (z. B. Dialysedauer) nach Versuche: 
an Lésungen von sieben verschiedenen Kaninchen*. Der pg-Einflul 
tritt in dem Intervall, das fiir ein Elektrodialysat in Frage kommt 
(6,6 bis 5,8), nicht deutlich hervor. Ein flaches Drehungsminimun 
scheint am isoelektrischen Punkt zu liegen. Dagegen betriagt die spezi 
fische Drehung bei py 3,15 etwa 66°, bei py 3,02 etwa 73°. Bei px 3.15 
betrigt der (dissoziierte) Normalitaétsgrad* etwa 0,75, bei 3,02 etwa 0.83 
Unter der Annahme eines geradlinigen Anwachsens der spezifischen 
Drehung mit dem Normalitatsgrad berechnet sich also die Drehung 
des total dissoziierten Myogenkations zu etwa 78 bis 82°, also fast 
dreimal so groB wie die des Myogenmolekiils (vgl. experimentellet 
Teil 1D). 


I11. Fehlerquellen und Berechnungsweisen bei der Feststellung der H’- bz 
O H’-Bindungskurve. 


Uber die Fehler und Unsicherheiten, die bei der experimentellen 
und rechnerischen Festlegung der Elektrotitrationskurven von Pro- 
teinen auftreten kénnen, liegt wenig Material vor. Die meisten 
Erwagungen dieser Art beschaftigen sich fast ausschlieBlich mit den 
aktivitatstheoretischen Problemen, die bei solchen Untersuchungen 
auftreten. 

Die gebundene H’- bzw. OH’-Menge wird dargestellt als Funktion 
des pa, Als pz, wird der negative Exponent der H-Aktivitat (und 
nicht der H-Konzentration) bezeichnet. p,, ist damit eine ohne weiter 

' Dieses spezifische Gewicht braucht selbstverstandlich nicht dassel!» 
zu sein, wie das des getrockneten Myogens, da bei der Trocknung intra 
molekulare Umlagerungen (Denaturierung) vor sich gehen kénnen. 

2 Der angegebene Wert gilt deshalb nur fiir frisch elektrodialysiert: 
hinterher vor CO,-Aufnahme geschiitzte Lésungen, weil nach Pauli |» 
CO,-Aufnahme von Proteinlésungen mit einer carbaminséureartigen U: 
lagerung des Proteins zu rechnen ist. Diese miiBte aber mit einer Drehune- 
anderung verbunden sein. 

3 Vgl. iiber den Begriff Normalitaétsgrad S. 423, Anm. 1. 
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theoretische Voraussetzungen tiber die Aktivitaét der H’ experimentell 
bestimmbare GréBe. 

Fehler in der Darstellung dieser Funktion kénnen durch folgende 
Faktoren entstehen: 

1. Kann auch eine reine Proteinlésung durch Eiweibspaltung 
wihrend des Versuches H und OH’ bindende Fremdstoffe bilden. 
Fine solche EiweiBspalt ung kommt wohl ausschlieBlich bei extremem p, , 
durch H’ oder OH’ in Frage. 

2. Durch Wahl eines falschen Aktivitatsfaktors fiir die Umrechnung 
des Pg, auf Cy. 

3. Durch Vernachlassigung des ,,nichtlésenden Raumes* ( Polanyi'). 

4. Durch Einstellung mizellarer Donnangleichgewichte. 

5. Durch Fehler in der p,,-Messung. 

Proteinhydrolyse durch Sdure oder Alkali. Eine Aufspaltung des 
KiweiBes wahrend des Versuches scheint nur in einem sehr kleinen 


Pan Bereich in Frage zu kommen. Selbst eine stark salzsaure Myogen- 


lisung (zwischen p,,1 und 2) gibt wahrend 36 Stunden durch eine 
Kollodiummembran héchstens Spuren dialysabler Substanzen ab 
(Biuret der AuBenlésung ist immer negativ, die Bildung von xantho- 
proteinsaurem Ammonium ist fraglich bis ganz schwach positiv). — 
Dagegen ist nach Waldschmidt-Leitz? mit einer Alkalihydrolyse zu 
rechnen. Méglicherweise ist dieser Fehler recht hoch. Die maximale 
Laugenbindung eines Millimols Myogenstickstoff stellt sich nach der 
Willstdtter-Methode naimlich um etwa 25%, niedriger als elektro- 
titrimetrisch. Bei der Willstdtter-Methode kommt eine Laugenhydrolyse 
nicht in Frage, da die Bestimmung etwa 30 Sekunden erfordert. Es 
kénnte also die Laugenbindungskurve bei sehr niedrigem p,, um etwa 
25%, iiberhéht sein. Doch ist @es ein Maximalwert (vgl. experimenteller 
Teil ILC). Ohne Alkalihydrolyse, d. h. ohne Entstehung O H’-bindender 
Substanzen, wiirde die EiweiBlaugenmischung alkalischer sein, als sie 
es so ist. Unter den angewandten Versuchsbedingungen (s. 8. 412f.) 
entspricht dem angegebenen um 25%, zu hohen Betrag an gebundener 
Lauge ein etwa 25 bis 20°, zu niedriger freier Laugenanteil. Der p,, 
der Lésung erscheint also durch diesen Fehler um nur 0,1 bis 0,15 nach 
der sauren Seite verschoben. Die Bindungskurve ist demnach vielleicht 
nicht unwesentlich iiberhéht, aber nicht wesentlich deformiert. 

Die anderen angefiihrten Fehler beeinflussen die Elektrotitrations- 
kurve theoretisch in ihrem gesamten Verlauf. Mizellare Donnangleich- 

1 M. Polanyi, diese Zeitschr. 104, 237, 1920. 

2 E. Waldschmidt-Leitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 
18], 1924. 
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gewichte und Fehler in der p,,-Bestimmung wirken ebenfalls sowo))| 
auf das p, ,-Ergebnis wie auf die Berechnung der gebundenen H und 0 H 

Einem Fehler in einer dieser beiden GréBen entspricht aber ein ganz 
verschiedener Betrag des anderen Fehlers, je nach dem p,,, um den es 
sich in dem betreffenden Ansatz handelt: Bei etwa neutraler Reaktion 
andert ein sehr falscher Wert des p,, den Betrag an gebundenem H 
und OH’ verschwindend wenig. Bei sehr extremem p,, liegt es gerac\ 
umgekehrt (s. unten). Es soll deshalb im weiteren der EinfluB der 
angefiihrten Fehlerquellen auf die BindungsgréBe und den p,,, bei dem 
diese Bindung stattfindet, gesondert besprochen werden. Das empfieh|t 
sich auch deshalb, weil die Wahl des Aktivitaétsfaktors und die Be- 
riicksichtigung des ,,nichtlésenden Raumes‘ ausschlieBlich fiir die 
Berechnung der BindungsgréBen von Bedeutung sind. 


A. Die Bestimmung der gebundenen H bzw. OH’ in Eiweil- 


lésungen. 


Die gebundene H’- bzw. OH’-Menge berechnet sich als Differenz 
der Gesamtmenge des betreffenden Ions, die der EiweiBlésung zugefiihri 
ist, und der Menge, die darin vorhanden ist. Die zugefiihrte H’-Menge 
ist unmittelbar gegeben. Wieviel in der EiweiBlésung vorhanden ist, 
kann unter bestimmten Bedingungen aus ihrem p,, errechnet werden. 


Die Abhéngigkeit der FehlergréBe vom Verhiltnis der freien zur 
gebundenen Sdure bzw. Lauge: Etwaige Fehler bei der Berechnung der 
freien Saéure und Lauge in dem EjiweiBgemisch werden die Menge 
der gebundenen H’ und OH’ (der gebundenen Saure oder Lauge) um 
so weniger filschen, je gréBer der gebundene Anteil der Saure oder 
Base ist. Absolut und relativ sehr klein ist der freie Anteil zwischen 
Pa, 3 und 11. : 

Er iiberschreitet in keinem Myogenansatz zwischen pg, 4 und 10 2' 
zwischen pg, 3 und 11 5% der zugesetzten Séure oder Lauge. Ein Fehle: 
in der Bestimmung seines Betrages ist fiir die Berechnung der gebundenen 
Saéuremenge also praktisch belanglos. AuBerhalb dieses pg,-Bereiches 
laBt sich das Verhaltnis des freien zum gebundenen Anteil verhaltnismabig 
giinstig gestalten, wenn man die Proteinkonzentration des Ansatzes reclit 
hoch halt (in dieser Arbeit oft tiber 3°, Myogen, vgl. experimentelle: 
Teil ITB, Tabelle VII bis X). Unter dieser Bedingung wachst auf de: 
alkalischen Seite von pg, 11 der Anteil der frei bleibenden Lauge an der 
insgesamt zugesetzten Base bis auf 42°% fiir den alkalischsten Punkt, der 
iiberhaupt bestimmt wurde (pg, 12,35). Selbst in diesem exstremste: 
Falle wird ein Fehler in der Konzentration der freien Base bei der Un 
rechnung auf gebundenes OH’ verkleinert. Der héchste Wert fiir das 


freibleibender Anteil 


Verhaltnis findet sich in manchen extrem saurer 


zugesetzter Anteil 
Ansitzen zwischen pg, 1 und 2. Hier bleiben gelegentlich (experimente! 
Teil ILB, Tabelle VII, Versuch Nr. 25 bis 26a) etwa zwei Drittel der 
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setzten Sadure frei, nur etwa ein Drittel wird vom Protein gebunden. 
Der Fehler in der Berechnung der freien Saéuremenge wird also ver- 
yppelt bei Errechnung des gebundenen Anteils. 

Die angefiihrten Fehlerquellen kénnen also irrige Angaben iiber 
den Betrag an gebundenem H und OH’ nur auBerhalb des p, ,-Bereiches 
3 bis 11 bewirken. Aber auch auBerhalb dieses Bereiches wird ein Fehler 
in der Konzentration der freien Saure oder Lauge bei der Umrechnung 
auf den gebundenen Anteil in der vorliegenden Anordnung nie wesentlich 
hinaufmultipliziert. In vielen Arbeiten der Literatur ist das anders 
(vgl. Pauli*). 

Die Berechnung der freien Sdure bzw. Lauge: Die Berechnung an 
freier Saure oder Lauge findet in folgender Weise statt: Mit Hilfe des 
Aktivitatskoeffizienten der betreffenden Saure oder Lauge wird p,, 
in Cy bew. Coy umgerechnet. Cy (bzw. Coy) ergeben durch Multipli- 
kation mit dem Volumen, in dem die H’ (OH’) gelést sind, die Menge 
an freier H und OH’. 

Der EinfluB des ,,nichtlisenden Raumes* und des mizellaren Donnan- 
gleichgewichtes auf den Betrag an gebundenem H und OH’: Dieses 
Volumen ist nicht das Volumen der EiweiSséiuremischung, sondern 
kleiner, und zwar mindestens um den Raumbetrag, den das EiweiB 
selbst einnimmt, da sich im Protein keine Séure lésen kann. Dieser 
.nichtlésende Raum‘‘ kann aber auch betrachtlich gréBer sein als das 
Eigenvolumen des Proteins, falls namlich EiweiBmolekiile und be- 
sonders — nach Paulis Anschauungen — EiweifBionen einen groBen 
Hydratationsmantel, einen Mantel reinen, also séurefreien Wassers 
mit sich tragen. Es mu deshalb bei diesen Rechnungen der ,,nicht- 
lésende Raum“ beriicksichtigt oder seine Bedeutungslosigkeit erwiesen 
werden. Auch der Fehler, der durch die etwaige Einstellung mizellarer 
Donnangleichgewichte bedingt ist, wirkt wie ein scheinbarer Zuwachs 
zu dem ,,nichtlésenden Raum“, der durch die anderen Faktoren bedingt 
ist. Da z. B. in saurer Lésung die [H] in den Mizellen niedriger ist als 
in der iibrigen Lésung, laBt sich das so ansehen, als wenn in einem Teil 
der Mizellen die normale [H] ware, in dem iibrigen alle H' fehlten. Dies 
aber bedeutet in der Messung eine scheinbare VergréBerung des ,,nicht- 
lésenden Raumes“ fiir H’. Die fiir die H-Bindung bier durchgefiihrten 
Betrachtungen gelten auf der alkalischen Seite des isoelektrischen 
Punktes analog fiir OH’. 

Die gemessene GréBe des ,,nichtlésenden Raumes“ ist bei extremem 
Po, anscheinend sehr gering. Selbst bei maximaler Saéureionisierung 
des Myogens (zwischen p,, 1 und 2) scheint sie nur wenige Prozent des 
Gesamtvolumens zu betragen. Da in dieser GréBe neben dem wahren 


1 W. Pauli und H. Wit, diese Zeitschr. 174, 308, 1926. 
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,nichtlésenden Raum‘ auch der Donnanfehler enthalten ist, kann ma» 
diesen bei sehr saurem p,, wohl als unwesentlich betrachten. Div 
Beriicksichtigung des ,,nichtlésenden Raumes‘ bei der Berechnung der 
freien Siuremenge erhéht den Betrag an gebundenem H fiir das Millim«| 
Myogenstickstoff um 10 % (vgl. experimenteller Teil 11 B, Tabelle VIIa), 
und zwar nur bei ganz extremem p,,, (saurer als 2). Er wurde deswegen 
im allgemeinen (z. B. Abb. 3) nicht beriicksichtigt. Besonders da in 
extrem alkalischen Lésungen keine Bestimmung des _,,nichtlésenden 
Raumes** vorgenommen wurde. 


Einflup des Aktivitdtsfaktors (f,) und des p,,-Fehlers auf den Betrag 
an gebundenen H und OH’: Zufallige Fehler der p,,-Messung iiben 
infolge ihrer Geringfiigigkeit keinen wesentlichen EinfluB auf Jie Be- 
rechnung der gebundenen H bzw. OH’ aus. Dagegen scheinen syste- 
matische, fiir jede einzelne galvanische Anordnung charakteristische 
Fehler an der groBen Unsicherheit bzw. des Aktivitatsfaktors (/,) 
starker Sauren und Basen in mittleren Konzentrationen schuld zu sein. 
Diese Unsicherheit geht z. B. aus untenstehender Tabelle der /, der 
meist untersuchten HCl in Abhangigkeit von ihrer Konzentration 
hervor. 

Tabelle I. 
Aktivitat der HCI. 








fq ture = 
Autor or ae OSE Wy Cm Fe geome preeeny Art der Kette 
2n In 0,1n 0,02n  0,01n | 0,005n 0,001n 
Noyes und | 4 04 |0,829'0,823) — 0,93 | 0,965! — | PeH, HCI AgClag 
Mac Innes" | 
;2 = aa — v] 5) OOS __ | Gaskette mit Bjerrum scher 
Pauli*... 0,887 0,915) 0,932 a 
a) Gaskette mit Bjerrum 
scher Extrapolation 
; a _ |, b) Gaskette mit Zwischen- 
Michaelis® 1,378 1,164 1,031 1,02 1,034 0,967 schaltung von HCI mit 


K Cl gesattigt zwischen 

a 

Es scheint, als wenn in den meisten galvanischen Anordnungen 
auBer den eigentlichen Elektrodenpotentialen noch kleine andersartige 
elektromotorische Krafte mitgemessen werden. Vielleicht sind das 
trotz der EliminationsmaBnahmen (Bjerrumsche Extrapolation, 
Michaelis-Anordnung) Diffusionspotentiale. Da aber in einer bestimmten 
Apparatur die MeBergebnisse konstant und reproduzierbar sind (es 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 239, 1920. 

2 W. Pauli und H. Wit, diese Zeitschr. 174, 308, 1926. 

3 L. Michaelis und K. Kakinuma, ebendaselbst 141, 394, 1924 
L. Michaelis und A. Fujita, ebendaselbst 142, 398, 1924. 
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wurden die Michaelisschen Daten fiir HCl mit einer diesem Verfasser 
genau nachgebildeten Apparatur vollkommen bestatigt), so ist die in 
der Unsicherheit des ,,wahren* /, liegende Schwierigkeit fiir den Biologen 
leicht vermeidbar: Er bestimmt in genau derselben Anordnung, die 
dem eigentlichen Versuch dient, den in seiner individuellen Versuchs- 
anordnung geltenden ,,scheinbaren“ /, und rechnet mit diesem. D. h. im 
Prinzip, er stellt an Lésungen bekannter Saure- oder Laugen- 
konzentration das Potential in seiner Apparatur fest. Findet er es 
dann in einer unbekannten Lésung desselben Elektrolyten wieder, 
so hat diese dieselbe Konzentration wie die Eichlésung. Hiermit ist 
gleichzeitig der EinfluB aller ,,systematischen“ Fehler der p,,-Be- 
stimmung auf die Berechnung der freien (und damit der gebundenen) 
H und OH’ ausgeschaltet. 

Dies Verfahren stammt von Jaques Loeb. Er sah zuerst als freie Saéure 
in seinem SaureeiweiBsystem diejenige Konzentration an Séure an, die 
notig war, um reinem Wasser den pg, der betreffenden SéureeiweiBmischung 
zu erteilen, d.h. diejenige Konzentration an Séure, die bei Messung in 
derselben Anordnung (nur ohne EiweiB) denselben elektromotorischen 
Effekt zeigte wie die Versuchslésung. Diese Saéurekonzentration zog er 
dann von der zugesetzten Séure ab, um den vom Protein gebundenen 
Betrag zu erhalten. Er hat dies Verfahren allerdings nicht aktivitats- 
theoretisch begriindet!. 


Die besprochene Methode setzt voraus, daB eine bestimmte Konzen- 


tration vom Protein nicht gebundener Saéure oder Lauge bei Gegenwart 
eines EiweiBsalzes denselben p,, (d. h. denselben elektromotorischen 
Effekt) zeigt wie in der Eichlésung ohne EiweiB. Das ist nicht be- 
wiesen. 

Uber die experimentell bisher nicht faSbare Beeinflussung der 
Saure- bzw. Laugenaktivitat durch EiweiBsalze kann man theoretisch 
zurzeit nichts Sicheres aussagen. Michaelis? fand, daB Chloride ver- 
schiedener einwertiger Kationen je nach Konzentration und spezifischer 
Natur die Aktivitat von HCl bald erhéhte, bald erniedrigte. Pauli 
gibt ferner an, daB 2- und 3wertige Kationen, die nach der Debye- 
Hiickelschen Forme! die HCl-Aktivitat infolge ihrer héheren Wertigkeit 
vermehrt erniedrigen sollten, diese gar nicht beeinflussen. Es bleiben 
also nur zwei Kriterien dafiir, wie sich der /, von Lauge und Saure bei 
Proteinsalzgegenwart dndert. Erstens miissen die berechneten H+ 


' Hierauf diirfte die heute iibliche irrige Auffassung beruhen, Jaques 
Loeb habe immer mit dem fg 1 gerechnet. In moderner Terminologie 
ergibt seine HCl-Elektrotitrationskurve in wasseriger Lésung von pap = 3 
an nach der sauren Seite sogar auffallig kleinere fg als 1. (Vgl. Jaques Loeb, 
Die EiweiBkérper, 8.49, Berlin, Julius Springer, 1924). 

2 L. Michaelis, |. ¢. 

3 W. Pauli und H. Wit, 1. ¢. 
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bzw. OH’-Bindungskurven ,,verniinftig’* sein, wenn der angewandte / 
als richtig gelten soll. Als verniinftig erscheint solche Kurve, wenn 
sie mit wachsender Séurekonzentration einem maximalen H -Bindunys. 
wert zustrebt, der dann bei weiterer Siurevermehrung konstant bleil)t. 
Das gleiche gilt fiir Laugenzusatz und OH’-Bindung. Dies Verhalten 
ist nach massenwirkungstheoretischen Erwagungen wie bei Annahny 
einer H-Eiwei8-Adsorptionsbindung in derselben Weise zu fordern 
Verniinftige Kurven in diesem Sinne bekommt man am besten, wenn 
man den /, der freien Saure bzw. Lauge bei Anwesenheit und Abwesenhcit 
von Protein gleichsetzt. Deshalb berechnet auch Pauli! neuerdings 
seine Versuche wieder so, als wenn kein EiweiBeinfluB auf die Aktivitiit 
der freien Saéure bestiinde. 

Zweitens ergibt sich dieselbe maximale H-Bindung durch ein 
Millimol Myogen in Lésungen verschiedener Proteinkonzentration 
Mit der Proteinkonzentration andert sich aber das Verhialtnis der freien 
zur gebundenen Saéure (von 1:3 bis 2:1), wird also ein konstanter 
Fehler in der Konzentration der freien Saéure in ganz verschiedenem 
Umfang auf den gebundenen Anteil iibertragen. Wenn trotzdem der 
gebundene Anteil iiberall gleich ist (vgl. experimenteller Teil LB, 
Tabelle VII, Versuchsnummer 12, 19, 22 bis 26a), so spricht auch dies 
dafiir, daB die freie [H] richtig ermittelt ist. 

Der Aktivitatsfaktor kann bei dem angegebenen Verfahren nur 
so weit fehlerhaft sein, wie er sich infolge der Gegenwart von EiweiBsalz 
andert. Die weitgehendste Annahme einer derartigen Anderung ver- 
anschlagt sie auf 0,2 gleich 20 °,?. Um soviel also kénnte der Betrag an 
freier Séiure zu niedrig berechnet sein. Da sich aber dieser Fehler selbst 
im ungiinstigsten Fall bei ganz extremem p,, nicht vergréBert auf den 
Betrag des gebundenen Anteils iibertragt (s. S.412f.), stellt diese Grok 
auch den maximalen Fehler der H -Bindung aus aktivitatstheoretischen 
Griinden dar. Dieser Fehler diirfte in Wirklichkeit viel kleiner sein* 


B. Die Bestimmung des pay. 


Mizellare Donnangleichgewichte und Fehler in der Bestimmung 
falschen den p,, nicht in einer Weise, die Irrtiimer in der Berechnung 
der gebundene H und OH’ veranlaBt. Trotzdem ist damit nicht gesagt 
daB die gefundenen p,y-Werte absolut richtig sind. Durch mizellare 


1 W. Pauli und H. Wit, l.c. 

2 L. Reiner, Kolloidzeitschr. 40, 327, 1926. 

® Nimmt man namlich eine Erniedrigung des /, der freien H’ bzw. OH’ 
um 0,2 infolge der EiweiBgegenwart an und berechnet so die gebundenen 
H’ und OH’, so wird die Bindungskurve ,,unverniinftig’*, d. h. bei hohen 
Saéure- und Laugenkonzentrationen (extremen pg,j) nimmt die Bindung 
wieder betrachtlich ab. 
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Donnangleichgewichte veranlaBte und zufillige p,,-Fehler sind aus 
der Richtigkeit der BindungsgréBe namlich nur fiir extreme p, ,-Werte 
auszuschlieBen, da die BindungsgréBe nur bei extremen p, 4-Werten 
(vgl. S. 412f.) von der Richtigkeit der p,,-Angabe abhingt. Es bleibt 
also anzugeben, welchen Betrag solche Fehler bei mittleren p,, er- 
reichen. Die konstanten, in der Apparatur bedingten p,,-Messungs- 
fehler sind durch das geschilderte Eichverfahren ja tiberhaupt nicht 
beseitigt, sondern ausschlieBlich in ihrem EinfluB auf den Betrag an 
gebundenen H' und OH’ ausgeschaltet. Die Begrenzung aller dieser 
Paa-Fehler entscheidet also dariiber, wie weit dem gebundenen Betrage 
eines Saure- oder Laugensalzes der richtige p,, zugeordnet ist, wie weit 
also dem richtigen Ordinatenwert ein richtiger Abszissenwert entspricht. 


Die konstanten, systematischen p,,-Fehler: Die erwahnte Diskrepanz 
der Aktivitatswerte von HCl, die nach verschiedenen Methoden erzielt 
worden sind, zeigt, daB die verschiedenen galvanischen MeBanordnungen 
baw. einige von ihnen einen geringen prinzipiellen Fehler bedingen 
(s. 8.414). Was das fiir ein Fehler ist und welche Anordnung er vor- 
zugsweise trifft, ist zurzeit nicht zu entscheiden. Er scheint sich aber 
auf Lésungen starker Séuren oder Basen (extreme [H]) zu beschranken. 
Die hier verwandte Michaelisanordnung ergibt hohe Aktivitaétsfaktoren 
fir HCl = 1 (Michaelis! und experimenteller Teil IT A, Tabelle V), 
fir n/100 H,SO, = etwa 0,9. p,, ist also bei HCl gleich dem negativen 
Logarithmus der Cy, bei n/100 H, SO, um etwa 0,04 gréBer. Die Ab- 
weichung im p,, gegeniiber anderen Autoren, die sich aus der Verwendung 
der Michaelisapparatur ergibt, betragt fiir diese Saéuren 0,05 bis 0,1 
nach der sauren Seite. Analog ist nach Michaelis! bei etwa n/100 
bis n/50 NaOH angenommen, daB /, = 1 sei. Fiir Laugenkonzen- 
trationen dieser GréBenordnung wurde dann p,q = Pew — Paon be- 
rechnet. Paon ergibt sich aus der Potentialdifferenz gegen die Bezugs- 
elektrode (n/50 oder n/100 NaOH) nach der Formel: 


é 
Paou == RT 04343 + Paou Bezugselektrode: 


DaB8 nicht einfach der gemessene p,, verwandt wurde, beruht 
darauf, daB er bei n/50 wie n/100 Lauge um 0,08 kleiner war (siehe 
experimenteller Teil ILA, Tabelle Va) als bei Michaelis. Da aber 
in alkalischen Lésungen alle denkbaren Fehler (Diffusionspotential, 
CO,-Verunreinigung, O,-Spuren, mangelhafte Elektroden) gleichsinnig 
auf scheinbare Verkleinerung des p,, hinwirken, wurde — allerdings 
ohne daB solche Fehler nachweisbar waren — das Michaelissche Er- 
gebnis als richtiger angenommen. 


1 L. Michaelis und Mitarbeiter, 1. c. 
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Diese Annahme bedeutet eine Verschiebung der alkalischsten 
Versuchspunkte (bei etwa p,, 12) um 0,05 bis 0,1 nach der alkalischen 
Seite gegeniiber den unmittelbar gemessenen Werten. 

Zufdllige p,,-Messungsfehler: Die zufalligen Messungsfehler sind 
sehr gering von p,, 5 nach der sauren Seite. Die Differenz von Doppel- 
bestimmungen unterschreitet im allgemeinen (némlich bei Temperatur. 
konstanz des Zimmers, es wurde ohne Thermostat gearbeitet) 0,5 Milli- 
volt (s. experimenteller Teil Il A, Tabelle V und ITB). Auf der alkalischen 
Seite von p,,8 treten in Doppelbestimmungen Differenzen bis zu 
1,5 Millivolt auf, obwohl unter gutem CO,-AusschluB gearbeitet wurde 
(vgl. experimenteller Teil I1 B, 8S. 448). Am unsichersten ist die p,,- 
Bestimmung in der isoelektrischen Zone des Myogens von p,, 5 bis 
etwas tiber 7 hinaus. Durch Myogenfibrinbildung an den Elektroden 
wird eine einigermaBen exakte elektrische Messung der [H] verhindert. 
Michaelis-Indikatoren mit einem p,,-Abstand von 0,1 gestatten nach 
dem Walpole-Prinzip zwar eine Ablesungsgenauigkeit von etwa 0,05, 
zeigen aber durch das reaktionsfahige Myogen einen Eiweibfehler. 
Dieser ergibt auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes eine zu 
alkalische Reaktion, auf der alkalischen Seite einen zu sauren p,, 
Der Fehler nimmt mit wachsender Entfernung vom isoelektrischen 
Punkt zu. Er betragt zwischen p,, 4 und 5 bereits 0,3 bis 0.4 im p,,,. 
zwischen p,, 7,5 und 8 etwa 0,4 bis 0,8. Er diirfte auch in dem p,,- 
Bereich nahe am isoelektrischen Punkt, in dem die kolorimetrische 
Methode zur Anwendung kam (p,, 5,3 bis 7,4), eine Unsicherheit um 
etwa 0,1 im p,, bedingen (analog einem Fehler von etwa 6 Millivolt) 
(vgl. experimenteller Teil IT A). 

Pan-Fehler durch mizellares Donnangleichgewicht: Falls mizellare 
Donnangleichgewichte auftreten, ist die Cy im Innern der Mizellen 
anders als in der intermizellaren Fliissigkeit. Sind diese beiden 
GréBen nicht allzusehr voneinander verschieden, so kann man zur 
Charakterisierung der a@,', der ein bestimmter lonisationsgrad 
zugeordnet ist, den ,,mittleren p,, angeben, d.h. den p,,, der 
vorhanden sein wiirde, wenn man sich die [H]-Differenzen zwischen 
Mizellen und intermizellarer Fliissigkeit ausgeglichen denkt. Da 
bei extremem p,, mizellare Donnangleichgewichte bereits als un- 
erheblich oder nicht vorhanden erwiesen sind (vgl. 8S. 414), bleibt nur 
zu erértern, wie weit bei weniger extremen p,,-Werten der mittlere p,, 
vom intermizellaren p,, abweicht, denn nur den intermizellaren p, , 
kann man messen. An sich kénnen mizellare Donnangleichgewichte 
in weniger sauren und alkalischen Lésungen infolge des niedrigen 
Gesamtelektrolytgehalts eine bedeutend gréBere Rolle spielen als bei 


1 ay — aktive Konzentration an H. 
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sehr extremen p,,. Gerade hier kann aber keine Bestimmung des 
nichtlésenden Raumes* fiir H vorgenommen werden (vgl. 8.430 ff.). 
Dagegen kann ein oberer Grenzwert fiir die Abweichung des mittleren 
m intermizellaren p,, auf anderem Wege wenigstens fiir HCl-Gemische 
~wonnen werden. Hierzu sind Cl’-Messungen heranzuziehen. Bei 
|."Messungen in einem Eiwei®saiuregemisch findet man durch Multipli- 
kation des Volumens der Lésung mit der gemessenen, d.h. also der 
intermizellaren [Cl] nicht die gesamte zugesetzte Chlormenge wieder. 
Es soll nun die sicher zu weit gehende Annahme gemacht werden, da} 
liese nicht wieder gefundene Chlormenge sich allein dadurch der Messung 
entzogen hat, daB die [Cl] im unzuganglichen Inneren der Mizellen 
héher ist als in der intermizellaren Fliissigkeit. Diese Annahme lautet 
exakt formuliert folgendermaBen: 


ve = 0¢e, +4 (1) 


y ist das Volumen der EiweiSsiuremischung; c ist die ,,mittlere [Cl], 
wenn man die Konzentrationsdifferenz zwischen Mizelle und Inter- 
mizellarfliissigkeit ausgeglichen denkt, ve also die wahre Chlormenge ; 
¢, ist die [Cl] der Intermizellarfliissigkeit, vc, also die Chlormenge, die 
sich aus der intermizellaren [Cl] berechnet; a ist schlieBlich die Chlor- 
menge, die sich in der angegebenen Weise der Messung entzieht. Nach 
Donnan entspricht einer Erhéhung der [Cl] eine Erniedrigung der [H] 
in den Mizellen gegeniiber der intermizellaren Konzentration. Die 
wahre [H]-Menge des Systems, in analoger Bezeichnungsweise wie in 
der Cl’-Gleichung ve’, wiirde sich also aus der intermizellaren [H] (c;) 
zu hoch berechnen (vc, < ve’). Es mu8 von diesem Rechnungsbetrag 
noch eine unbekannte Menge an H = x abgezogen werden, also 


7 my . » 
ve vc, — 2. (2) 


Die Beziehung zwischen diesen beiden Gleichungen ist durch die 
Donnan-Bedingung gegeben: 

¢,/¢, = C, |g. 
Die mit dem Index 2 versehenen GréBen bedeuten die [H] bzw. [Cl] 
im Mizelleninnern. Beim Chlor ist c, gréBer als c,, und zwar um den 
Betrag, der nétig ist, um die oben definierte Chlormenge a unterzubringen, 
also 


Ca + a/v, 


- 


wo v, das Gesamtmizellarvolumen darstellt. Beim H’ liegen die Ver- 
hiltnisse, wie bereits gesagt, umgekehrt. Also lautet die analoge 
(leichung 


’ 


Cy = C, — X/Up. 
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Werden diese Werte fiir c, bzw. c, in die elementare Donnan-Gleiching 


eingesetzt, so ergibt sich fiir die weitere Betrachtung 


c¢, + a/v, C) 
C, c, — 2/v, 
Dies lautet nach x aufgelést: 
CC, v 
’ 1 6 
x = UC, — _ 3. 
C, + av, 


Das Gesamtmizellarvolumen v, der Gleichung (3) ist unbekannt. &: 
kann im einen Grenzfall (fast!) ebenso groB sein wie das Gesamtvolumen 
der EiweiBlésung: 


Dann heiBt Gleichung (3) 


Dies in Gleichung (2) eingesetzt ergibt: 


, : C,C,v 
ve’ = ve, — ve, 
¢, + a/v 
oder 
ve Cy ; MC, 
ve; ec, + alv ve, +a 


Also ist unter Beriicksichtiguag von Gleichung (1) fiir den Nenner der 
rechten Seite 


ve’ ve, 
ve, ve 
oder 
ct (4 
C c 


d.h. in diesem Grenzfall verhalt sich die intermizellare [H] zu der 
,,mittleren [H], d.h. der [H], die durch Beseitigung des mizellaren 
Donnan-Gleichgewichtes entstehen wiirde, umgekehrt proportional den 
analogen [Cl]. Da angenommen war, daB die mittlere [Cl] so groB ist 
wie sich aus der zugesetzten Cl’-Menge errechnet, wahrend die inter- 
mizellare [Cl] nur 0,7 dieses Betrages ausmacht, muB bei den H’ dit 
,,mittlere“ Konzentration sich zu der intermizellaren wie 0,7 zu 1 vor. 
halten, der ,,mittlere“‘ p,, demnach um 0,15 gréBer sein als der inter 
mizellare p,». 


Im anderen Grenzfall kann das Mizellarvolumen (v,) sehr klein 
ahnlich Null sein. In diesem Falle wird der Wert fiir x nach Gleichung (3 
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vir klein, nahezu 0, da alle Glieder der rechten Seite den Faktor v, 
nthalten. 2 ist in Gleichung (2) also zu vernachlassigen: 


(5) 


Die ,,mittlere“* [H] weicht von der intermizellaren praktisch nicht 
ab, ganz gleich wie hoch die Donnan-Proportion an der Wand der 
Mizelle ist. 

Es ergibt sich also ein im ersten Augenblick tiberraschendes all- 
gemeines Resultat: Weicht die ,,mittlere“’ Konzentration eines lons 
lurch mizellares Donnan-Gleichgewicht von der intermizellaren Konzen- 
tration um einen ganz bestimmten Betrag ab, so ist der Betrag der 
wnalogen Abweichung fiir alle entgegengesetzt geladenen diffusiblen 
lonen noch vollig unbestimmt; er ist erst festgelegt, wenn das Gesamt- 
olumen der Mizellen feststeht. Wird die angegebene Abweichung 
durch sehr wenige Mizellen (kleines Gesamtmizellarvolumen) mit 
infolgedessen hoher Donnan-Proportion hervorgerufen, so entspricht einer 
hohen Abweichung des Ions, das in der Mizelle in héherer Konzentration 
ist, eine geringe des entgegengesetzt geladenen [vgl. Gleichung (5)]. 
Sind dagegen viele Mizellen mit daraus folgender kleiner Donnan- 
Proportion Ursache dieser Abweichungen, so werden die Abweichungen 
fiir entgegengesetzt geladene diffusible lonen mehr und mehr, gleich 
ivgl. Gleichung (4)}. 

Der obere Grenzwert fiir die Abweichung des ,,mittleren“ vom 
intermizellaren p,, betrigt fiir die HCl-Versuche dieser Arbeit 0,15. 
Die beiden Voraussetzungen, unter denen er errechnet wurde, dirften 
viel zu weit gehen: Denn das Chlordefizit beruht sicher nicht aus- 
schlieBlich auf mizellarem Donnan-Gleichgewicht. Inaktivierung und 
Bindung des Cl’ durch das Myogen diirften wahrscheinlich die Haupt- 
schuld am Verschwinden des Cl’ tragen. AuBerdem ist sicher das Gesamt - 
mizellarvolumen nicht ann&hernd so groB wie das Gesamtvolumen 
der EiweiBlésung; Viskositaétsbestimmungen ergeben fiir eine 1 °,ige 
Myogenlésung von p,, 1,5 ein Gesamtvolumen der dispersen Phase 
also fiir Mizellen +- ionendisperses Eiwei8) von noch nicht 13°. Und 
selbst dieses Ergebnis diirfte noch etwas zu hoch sein (s. 8. 432). 

Es beeinflussen also mizellare Donnan-Gleichgewichte die H- 
Bindungskurve des Myogens aus HCl auch bei niedrigerem HCl-Gehalt 
(héheren p,,) nicht in irgendwie nennenswertem Umfang. Dies Ergebnis 
kann unbedenklich auf die OH’-Bindungskurve aus NaOH iibertragen 
werden. Wahrend namlich nach friiheren Uniersuchungen! alle Anionen 


1 H. H. Weber, |. ce. 
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auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes des Myogens einen 
deutlich dispersitaétsvermindernden EinfluB ausiiben, tritt dieser {iir 
alle Alkalisalze bereits in der Gegend des isoelektrischen Punktes gan; 
zurick'. Dagegen ist es zweifelhaft, ob die beschriebene Einf!:{ 
losigkeit mizellarer Donnan-Gleichgewichte ebenso fiir die H’-Binding 
aus Lésungen mit Anionen héherer spezifischer Wirksamkeit oder 
Konzentration gilt (starker dispersitatsmindernde Lésungen wie H(' 
NaCl-Gemische, H,SO,, HSCN_ vgl. dazu 8. 427). 

Zusammenfassend ergibt sich: Eine nennenswerte Deformation 
der H-OH’-Bindungskurve des Myogens kommt nur durch Alkali 
hydrolyse in Frage. In extrem alkalischen Lésungen kann die gebunden 
OH’-Menge hierdurch bis zu 25%, zu hoch, der p,, etwa 0,15 zu sauer 
erscheinen. Mizellare Donnan-Gleichgewichte falschen die Bindungs 
kurve wenigstens aus HCl und NaOH iiberhaupt nicht. Die erérterte: 
aktivitatstheoretischen Schwierigkeiten sowie die meist geiibte Ver 
nachlassigung des ,,nichtlésenden Raumes‘* machen die Bestimmung 
des gebundenen Anteils nur in Lésungen von extremem p,, (s. 8. 412 
unsicher. Diese Unsicherheit diirfte 10°, nicht iiberschreiten. Di 
richtigen p,,-Werte diirften von den angegebenen nirgends mehr als ().| 
(Differenz von Doppelbestimmungen im allgemeinen unter 0,01) ab- 
weichen. 

5 ———s : : . IV. H- bzw. OH’-Bindungskurve w 
2 fin | Aquivalentgewicht des M yogens. 

spp Die H und OH’-Bindung des 
Myogens hangt in erster Linie al 

1. von der Eiweibkonzentration 

2. VOM Pap. 

Die Abhangigkeit vom  iibrige: 
lonenmilieu wird im niachsten Ab 
schnitt besprochen. Ob auBerdem ein 
TemperatureinfluB besteht, wurde nicht 
untersucht. 

Vonder Eiwei8konzentration hang 
die H’ und OH’-Bindung bei konstan- 
tem p,, geradlinig ab, wie Abb. 2 fiir 
extrem saure und alkalische Reaktior 
Die Abhingigkeit der H's bzw. OH’s zeigt. Die Verschiedenheit des , 
Bindung von der Myogenkonzentration. fijr die Versuchspunkte in Kurve |! 

ist belanglos, da auf der sauren Seit: 
von p,,2 sich die H’-Bindung mit dem p,, nicht andert. Die klein: 
Pan-Verschiedenheit in Kurve 3 bedingt eine Anderung der OF 





' H. H. Weber, |. c. 
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Bindung um 4% (vgl. Abb.3). Diese kann also gegeniiber der 
konzentrationsabhangigen Differenz der beiden Versuchspunkte von 
twa 100°, vernachlassigt werden. 


Die H und OH’-Bindung wachst also nicht nur bei vollig ionisiertem 
Myogen (zwischen p,,, 1 und 2) geradlinig mit der EiweiBkonzentration 
jas ist ja die Vorbedingung fiir die Existenz eines konstanten Aquivalent 


gewichtes —, sondern auch bei nur teilweiser Ionisierung. Der Nor- 
malitaétsgrad « betragt fiir das Myogen als Kation (Kurve 2) 0,130, der 
Normalitatsrest @ 0,87'. Fiir Myogen als Anion (Kurve 3) lauten die 
entsprechenden GréBen 0,122 und 0,878. Bestimmte scheinbare Ab- 
weichungen von dem erérterten Gesetz werden spiter besprochen, da 


sie eine notwendige Konsequenz des ,.nichtlésenden Raumes* sind. 
Diese Abweichungen sind sehr klein und nur in sehr sauren Lésungen 


vorhanden (vgl. S. 430 ff.) 


Die Abhangigkeit der H- und OH’-Bindung vom p,, kann nicht 
bei konstanter Myogenkonzentration untersucht werden, da Lésungen 
dieses Proteins durch Spontandenaturierung ihre Konzentration von 
Tag zu Tag andern. Doch gestattet die einfache geradlinige Abhangigkeit 
der H’- und OH’-Bindung von der EiweiBkonzentration alle Resultate 
uf eine bestimmte Masseneinheit umzurechnen, auch wenn sie an 
Lésungen verschiedener Konzentration gewonnen sind. Als Massen- 
einheit ist das Millimol Myogenstickstoff gewahlt (Abb. 3). Die im 
ilgemeinen geringe Streuung der Versuchspunkte laBt keine Beziehung 
zur Myogenkonzentration der Lésungen erkennen, an denen die Befunde 
erhoben sind (vgl. experimenteller Teil Il, Tabelle VII bis X). Diese 
Streuung halt sich auch, wenigstens beziiglich der H - und O H’-Bindung 
aus HCl und NaOH, innerhalb der Grenzen, die in der Fehlerbetrachtung 
des vorigen Abschnittes gesteckt waren®. Die Bindung aus anderen 
Elektrolytgemischen weicht nicht wesentlich davon ab (vgl. dazu 
S. 426 ff.) 


1 Der Begriff ,,.Normalitiitsgrad** bezeichnet die Menge ionisierter 
Valenzen eines mehrwertigen Elektrolyten im Verhaltnis zur Gesamt- 
menge seiner sauren bzw. basischen Valenzen (dissoziiert + undissoziiert), 
ilso das Verhaltnis der dissoziierten zur gesamten Normalitat. Normalitits- 
rest bezeichnet analog das Verhaltnis der undissoziierten zur Gesamt- 
normalitat. Diese Begriffe unterscheiden sich von dem Michaelisschen 
Dissoziationsgrad und seinem Dissoziationsrest dadurch, daB letztere 
Begriffe die Konzentration undissoziierter bzw. in einer bestimmten Valenz- 
stufe dissoziierter Molekiile im Verhaltnis zur Gesamtmolaritat angeben. 
Die beiden Begriffskategorien sind also nur fiir einwertige Elektrolyte 
identisch. (Uber die Bedeutung ihrer Unterscheidung und iiber ihre 
rechnerische Beziehung vergleiche die voranstehende Mitteilung.) 

2 Es sei hierbei bemerkt, daB die Kurve Versuchspunkte von allen 
verwandten Myogenpraparaten, d. h. von 20 oder mehr Kaninchen enthalt. 








424 H. H. Weber: 


Die Basendissoziationskonstanten des Myogens ordnen sich so 
daB die Basendissoziation durch die Dissoziation einer einwertiyen 
Base mit der Konstanten K = 3,5.10-" und ein Gesamtsiiure. 
bindungsvermégen von 115 . 10-8 Millimol H  dargestellt werden kann 
Die, fiktive*! Basendissoziationskonstante des Myogens _ betrig: 
somit Kp, = 3,5.10-"%*. Die so errechnete Kurve weicht von «er 
experimentell gefundenen nur in der Nahe des isoelektrischen Punktes 
erheblich ab (p,,, 4,4 bis 6,3 durch gestrichelte Zeichnung der errechneten 
Kurve in Abb. 3 angedeutet). Die erste (oder die ersten) Basendisso. 
ziationskonstante des Myogens ist also zu groB, als daB sie sich dure! 
die angegebene ,,fiktive’* Konstante darstellen lieBe. 














12 17 0 9 8 7 , 5 % 3 2 Pah 


Abb. 3. Die H's bzw. OH’-Bindung auf ein Millimol Myogenstickstoff als Funktion des p, ; 
O——© Bindung aus HCI und NaOH. A——A aus H,SO,. 
© aus HCl + m/30 NaCl. X aus HSCN- 


Die Ionisierung des Myogens als Saure |aBt sich tiberhaupt nicht dure! 
eine einzige ,,fiktive’ Dissoziationskonstante geben. Sie steigt deutlic! 
in zwei Stufen. Die erste liegt zwischen p,, etwa 9 bis 10 und den 
isoelektrischen Punkt, die zweite zwischen p,, 9 bis 10 und 13. Die erst: 
Ionisierungsstufe ]4Bt sich recht gut durch die Dissoziation einer ein 
basischen Séure mit der Dissoziationskonstanten K, = 6,3 .10~® und 
einem Gesamtlaugenbindungsvermégen von 17.10~% Millimol OH’ 
beschreiben. Fiir die zweite lonisierungsstufe lauten die analogen 
Daten: K = 1.10-" und 89. 10~% Millimol OH’. Die Addition cer 


“<7 . . ee . “cc . . . 
1 Uber den Unterschied von ,,fiktiven‘’* und ,,wahren‘‘ Dissoziations 
konstanten vergleiche die voranstehende Mitteilung. 


* Nach der Reaktionsformel einer Ammoniumbase geschrieben lautet 
. RNH,.H K »e 10- 
aie: - ET Soe - " 
RNH, . 
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teiden OH’-Bindungskurven, die sich aus diesen Werten fiir die zwei 
erkennbaren Dissoziationsstufen des Myogens errechnen, ergibt die 
entsprechende Kurve fiir das Myogen. Man kann also die beiden an- 
gegebenen Dissoziationskonstanten als die erste und zweite ,,fiktive* 





Sauredissoziationskonstante des Myogens bezeichnen K,, = 6,3 . 107%, 
K,. = 10-". Man muB dabei allerdings dis in beiden Dissoziations- 
stufen verschiedene Gesamt-O H’-Bindungsvermégen im Auge behalten. 
Diese Verschiedenheit bedeutet, daB mindestens in der Dissoziations- 
stufe mit dem héheren Gesamtlaugenbindungsvermégen von einem 
EiweiBmolekiil mehrere OH’ gebunden werden, daB sich also mindestens 
diese Dissoziationsstufe aus mehreren AéuBerlich verschmelzenden 
Einzelstufen zusammensetzt. In Wirklichkeit diirfte dies fiir beide 
erkennbaren Dissoziationsstufen gelten. Denn es wiirde sich unter 
ler Annahme, daB ein Proteinmolekiil in der Stufe mit der niedrigen 
Gesamtlaugenbindung nur eine elektrische Ladung aufnimmt, ein 
unwahrscheinlich niedriges Molekulargewicht fiir das Myogen ergeben 
js. u. unter Aquivalentgewichte). Ferner besteht eine geringe, aber 
deutliche Abweichung der errechneten von der experimentellen 
lonisierungskurve in der Nahe des isoelektrischen Punktes (durch 
gestrichelte Zeichnung der errechneten Kurve in ihrem abweichenden 
Teil angedeutet). Auch dies spricht dafiir, da®B auch in der 
ersten erkennbaren Dissoziationsstufe trotz ihrer verhaltnismaBigen 
Kleinheit in Wahrheit mehrere Stufen enthalten sind, deren erste eine 
Konstante besitzt, die zu groB ist, um sich der Darstellung durch die 
angegebene ,,fiktive’‘ Konstante zu fiigen. 

Die Errechnung der ,,wahren“ aus den ,,fiktiven‘ Dissoziations- 
konstanten hat die Kenntnis der Wertigkeit des Myogens als Kation 
und als Anion zur Voraussetzung. Diese Voraussetzung ist nicht 
gegeben, da zurzeit das Molekulargewicht des Myogens unbekannt ist. 

Als eindeutige physikochemischen Konstanten gibt die lonisierungs- 
kurve dagegen die Aquivalentgewichte fiir vollkommene Dissoziation 
als Kation und als Anion. Unter der Annahme, daB ein Millimol 
N = 86,1 mg Myogen ist (vgl. S. 409), ergibt sich ein Aquivalentgewicht 
des Kations von 750, des Anions elektrotitrimetisch von 815, durch 
Willstdtter-Titration von 1047. Da letztere Methode bei labilen genuinen 
Proteinen leicht etwas zu hohe Aquivalentgewichte ergibt, erscheint 
ein Mittelwert von etwa 950 am wahrscheinlichsten. Eine 1 °,ige 
Myogenlésung ist demnach als Base 1,34.10~? normal, als Saure 
etwa 1,05 . 107. 

Das in der ersten Stufe mit der ,,scheinbaren“ Dissoziations- 
konstanten K,, = 6,3. 10~® als Saure vollstandig dissoziierte Myogen 
hat ein Aquivalentgewicht von 5100. Nimmt man an, daB bei voll- 
standiger Dissoziation in dieser Stufe jedes Proteinmolekiil nur eine 

Biochemische Zeitschrift Band 189. 28 
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elektrische Ladung tragt, so ware dieser Wert auch der des Molekular. 
gewichtes. Doch dirfte diese Annahme schon deshalb falsch sein 
weil 5100 einen unwahrscheinlich niedrigen Wert fiir das Molekular. 
gewicht des Myogens darstellen wiirde. 


V. Uber die aktive Normalkonzentration einiger M yogensalze. 


Die H- bzw. OH’-Bindungskurve gibt an, welche Normal. 
konzentration an Proteinalkali bzw. Séuresalz eine bestimmte EiweiS. 
menge bei einem bestimmten p,, bildet. Nach neueren Anschauungen 
die besonders auf Wo. Pauli! zuriickgehen, kommt es aber fiir das 
kolloidale Verhalten der Proteine (Quellung, Viskositat, Fallbarkeit) 
nicht nur hierauf an, sondern vor allem auch darauf, wieviel von dem 
EiweiBkérper als aktives Salz vorliegt. Fiir den Biologen bietet aber 
gerade dieses kolloidale Verhalten vielfach den entscheidenden Ge. 
sichtspunkt. 

Die aktive Normalkonzentration der Proteinsalze kann sich nun 
von ihrer Gesamtnormalkonzentration aus zwe? Griinden unterscheiden 

1. Kénnen durch interionische Krifte die Ionen des EiweiBsalzes 
teilweise inaktiviert sein. 

2. Kann ein Teil der EiweiBvalenzen mit den Gegenionen des 
EiweiBes zu undissoziierten Salzgruppen zusammengetreten sein. 

Das Verhaltnis der aktiven Konzentration der Salzionen zu ihrer 
Gesamtkonzentration (das durch die unter 1. angefiihrten Kriift 
bestimmt ist) wird als Aktivitdtsfaktor bezeichnet, das Verhialtnis der 
dissoziierten Salzkonzentration zu der Gesamtkonzentration (wie es 
durch den Vorgang 2. bestimmt ist) als Salzdissoziationsgrad. Da bei 
so komplizierten und schwachen Elektrolyten wie den Proteinen nicht 
sicher gesagt werden kann, in welchem Umfang diese beiden GréBen 
an dem Unterschied zwischen aktiver und gesamter Normalkonzentrat ion 
der Proteinsalze beteiligt sind, soll fiir das Verhaltnis der aktiven zur 
gesamten Normalkonzentration der nichts voraussetzende Ausdruck 
Aktivitdtsgrad hier angewandt werden. 

Beim Myogen liegt nun die Annahme nahe, daB die aktive Normal. 
konzentration seiner Sduresalze wesentlich kleiner als ihre gesamte 
Normalkonzentration, ihr Aktivitatsgrad also wesentlich kleiner als 1 ist 
Myogen wird namlich auf der sauren Seite seines isoelektrischen Punktes 
durch Saurerestanionen auffallend leicht gefallt und auch elektrisch 
entladen?. Auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes 


1 J. Frisch, W. Pauli, E. Valké, diese Zeitschr. 164, 401, 1925; W. Pauli 
und H. Wit, l.e. 
2 H. H. Weber, |. c. 
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iso fiir Myogenalkalisalze — ist das anders'. Deren Aktivitatsgrad 
ist deshalb nicht untersucht worden. Die Wirkung der Séurerestanionen 


1 iT. 


ein 






lar ’ . = SO 
nimmt auBerdem von Acetat’, Cl’, Phosphat’ nach SCN’, — und 


anderen sehr stark zu!. Dies legt den Verdacht nahe, daB der Aktivitats- 
grad der Myogensalze mit diesen Anionen auch noch sehr verschieden 
ist. Nun ist die Frage nach dieser Verschiedenheit von geringer bio- 




















nal. 
ig. @ logischer Bedeutung, weil das Myogen im Muskel nur mit Anionen 
en _cleicher und relativ sehr geringer Fallungskraft (Cl’, Phosphat’) zu- 
das  sammentrifft. Da diese Frage aber andererseits von prinzipiellem Wert 
jt) fir die Erklarung der spezifischen Anionenwirkung ist (Hofmeister- 
em @ Reihen), soll sie in einer besonderen Mitteilung? beantwortet werden. 
ber Hier soll nur ganz kurz das angefiihrt werden, was aus den bereits 
te. mitgeteilten Daten iiber die H’-Bindung fiir dieses Problem ableitbar ist. 
Die H*-Bindung hangt naémlich in gewissem Umfange von dem Aktivitats- 
grad der entstehenden Salze ab. Diese Abhangigkeit ist im einzelnen in 
un # Kapitel III der voranstehenden Mitteilung abgeleitet, das zur niheren 
en. @ Begriindung der folgenden Resultate einzusehen ist. 
Beim Myogen hat die Beurteilung davon auszugehen, daB die H’- 
“< @ Bindung aus H,SO, (Bildung von Myogensulfat) in allen Teilen der H’- 
Bindungskurve die gleiche ist wie bei der Bildung von Myogenchlorid 
lex  @Us HCl (vgl. Abb. 3 und experimenteller Teil Il, Tabelle VIII und IX). 





Fiir die H’-Bindung aus HSCN und HCl + m/30 NaCl liegen nur Versuchs- 
punkte bei starker saurer Reaktion, d.h. in gréBerer Entfernung vom 
soelektrischen Punkte vor. Zum mindesten dort ist die H’-Bindung auch ' 
aus diesen Elektrolytsystemen ungefihr dieselbe wie aus reiner HC! (vgl. 
Abb. 3 und experimenteller Teil Il, Tabelle LX). Diese Messungen sind 
allerdings mit einer etwas gréBeren Unsicherheit behaftet als die iibrigen 
dieser Mitteilung, weil in diesen starker dispersitétsmindernden (s. oben) 
Systemen mizellare Donnanfehler der pgy-Bestimmung nicht so sicher 
auszuschlieBen sind wie in den reinen Myogen-H Cl-Gemischen. 
Aus dieser Gleichheit der H’-Bindung ist nicht ohne weiteres auf 
Gleichheit des Aktivitatsgrades der entstehenden Salze zu schlieBen. Es 
ist vielmehr festzustellen, welche Unterschiede des Aktivitatsgrades inner- 
halb der Fehlergrenze der Bestimmung der H’-Bindungskurve méglich sind. 
Dann ergibt sich: Unmittelbar auf der sauren Seite des isoelektrischen 
Punktes, d.h. fiir Myogenchlorid und -sulfat bei Neutralsalzabwesenheit 
kann sich der Aktivitaétsgrad dieser beiden Salze nicht wesentlich mehr 
interscheiden wie 1 zu 0,5. Denn Halbierung bzw. Verdoppelung des 
Aktivitaétsgrades bewirkt bei der Dissoziation der ersten Valenz eines 
vielwertigen Elektrolyten eine Verschiebung der H’-Bindungskurve um 
etwa 0,2 bis 0,3 im pga. Es ist hierbei gleichgiiltig, ob der Aktivitaétsgrad 
vorwiegend durch die GréBe des Aktivitatsfaktors oder des Salzdissoziations- 
grades bestimmt ist (vgl. Abb. 1 und 3 der voranstehenden Mitteilung). 
Dagegen schwankt er innerhalb der angegebenen Grenzen (0,2 bis 0,3 im 























-é 


' H.H. Weber, |. ¢. 
2 P, Rona und H.H. Weber, ,,Uber die aktive Normalkonzentration 
einiger Myogensalze“, erscheint demnachst in dieser Zeitschrift. 
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Pah) je nach der gegenseitigen Lage der wahren Dissoziationskonstani on 
(vgl. l.c., Abb. 1). 

In gréBerer Entfernung vom isoelektrischen Punkte, d.h. fiir dey 
Vergleich von Myogenchlorid, -sulfat und -rhodanid in neutralsalzfreier 
Lésung und Myogenchlorid bei NaCl-Gegenwart ist iiber die komplex 
GréBe Aktivitaétsgrad iiberhaupt keine Aussage auf Grund der H’-Bindung 
méglich, denn diese wird durch die beiden Komponenten des Aktivitits 
grades, durch den Aktivitaétsfaktor und den Salzdissoziationsgrad ver 
schieden beeinfluBt. Es ist also fiir diese beiden GréBen einzeln festzustellen, 
wieweit sie sich bei den angefiihrten Myogensalzen unterscheiden kénnen, 
obwohl die H’-Bindung bei der Bildung dieser Salze (bei gegebenen p,) 
gleich ist. Dazu ist zu sagen: Der Aktivitatsfaktor kann auch unter diese, 
Bedingung so verschieden sein (fiir ein Salz 5- bis 10mal so groB wie fiir 
ein anderes, vgl. 8S. 392 ff. der voranstehenden Mitteilung), daB eine Grenz 
angabe fiir seine mdégliche Verschiedenheit in gréBerer Entfernung vom 
isoelektrischen Punkte ohne Wert erscheint. Dagegen sollte sich der 
Dissoziationsgrad der angefiihrten Myogensalze weniger unterscheiden 
wie | zu 0,3, denn Herabsetzung des Salzdissoziationsgrades auf ein 
Drittel fiihrt auch bei der H’-Bindung in den héchsten Valenzen viel 
wertiger Elektrolyte zu einer Verschiebung der H’-Bindungskurve un 
etwa 0,3 im papa, falls dieser Salzdissoziationsgrad fiir alle an der Salz- 
bildung beteiligten EiweiBvalenzen einigermaBen gleichmaBig gilt (vg! 
S. 397 f. der voranstehenden Mitteilung). Es bleibt also trotz der gleichen 
H’-Bindung bei der Bildung der verschiedenen Myogensalze eine ganz 
betrachtliche Verschiedenheit in ihrem Dissoziationsgrad und — in gréBerer 
Entfernung vom isoelektrischen Punkt sogar eine sehr groBe Ver 
schiedenheit in ihrem Aktivitétsfaktor méglich, woraus sich die spezifischen 
Anionenwirkungen gegeniiber dem Myogen eventuell erkliren lassen 
Absolute und exakt vergleichbare Werte fiir den Aktivitaétsgrad lassen 
sich dagegen aus den aktiven Konzentrationen der Saurerestgegenionen 
des Myogens gewinnen. Doch sollen, wie erwahnt, die diesbeziigliche 
Untersuchungen in anderem Zusammenhang (s. 8S. 427) mitgeteilt werden 

Hier sollen nur einige Angaben iiber den mit Hilfe der Chlor-. 
aktivitaét besonders leicht feststellbaren Aktivitaétsgrad des Myogen- 
chlorids gemacht werden. Im Muskel namlich sind die hauptsachlichsten 
Anionen Cl’ und Phosphat’, die als Myogensalz einen sehr ahnlichen 
Aktivitatsgrad ergeben'. Feststellungen iiber den Aktivitaétsgrad des 
Myogenchlorids geben also einen gewissen Aufschlu8 dariiber, wieweit 
unter biologischen Verhaltnissen voraussichtlich die im vorigen Kapitel 
aus der H Bindung berechnete Normalkonzentration der Myogen- 
siuresalze von der — fiir das kolloidale Verhalten so wichtigen 
aktiven Normalkonzentration abweicht. 

Der Aktivitaétsgrad des Myogenchlorids wird am einfachsten mit 
der Kalomelelektrode festgestellt. Hierbei wurde angenommen, daB de! 
Aktivitatsfaktor der Cl’ der reinen HCl gleich der der H’ = 1 ist. Di 
in dieser, wie jeder Annahme iiber die Aktivitat der HCl-Ionen liege: 
Unsicherheit (vgl. S. 414) ist in der Auswertung der Cl’-Messungen nic! 


1 Vgl. P. Rona und H. H. Weber, 1. c. 
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durch ein Eichverfahren zu umgehen wie bei den H’-Messungen (vgl. 8. 415). 
Denn hier kommt es ja nicht auf die Lonenkonzentration, sondern gerade 
auf ihre Aktivitdt an, da es ja nicht unbedingt gesagt ist, daB sich tiberhaupt 
die Konzentration der Chlorionen der HCl durch den Myogenzusatz andert. 
Doch kénnen, sobald der Aktivitatsfaktor der Cl’ der HCl eindeutig fest- 
steht (vgl. dazu die widersprechenden Angaben von C. Drucker und 
G. Riethof einerseits, G. Skatchard und W. Pauli? andererseits) die unten 
angefiihrten Ergebnisse entsprechend korrigiert werden. Eine solche 
Korrektur hat auf Grund folgender Tatsache zu erfolgen: Konstante und 
systematische Messungsfehler infolge der Aziditaét der Lésungen sind aus- 
geschaltet, indem das Cl’-Potential zwischen Myogen-HCl-Mischungen und 
HCl ungefahr gleicher Cy gemessen wird. Die Potentialdifferenz gibt dann 
an, wievielmal gréBer die Cl’-Aktivitaét im EiweiBgemisch ist als in der 
reinen HCl der Vergleichselektrode. Unter der oben diskutierten Annahme, 
daB in reiner HCl die Cl’-Aktivitaét gleich der HCl-Konzentration sei 
folzt daraus die absolute Cl’-Aktivitaét des EiweiBgemisches. Hiervon 
wird, um zur aktiven Konzentration des Eiweifsalzes zu kommen, die Cl’- 
Aktivitaét abgezogen, die auf die freie HCl des Gemisches entfallt. Es ist 
angenommen (s. oben), daB diese gleich der gemessenen H’-Aktivitaét des 
Proteingemisches ist. Die aktive Normalkonzentration des Proteinsalzes 
dividiert durch seine gesamte Normalkonzentration, die aus der H’-Bindung 
festgestellt ist, ergibt den Aktivitaétsgrad des Myogenchlorids. Er diirfte 
durch Ungenauigkeiten der Messung in den reinen Myogen-HCl-Ge- 
mischen um etwa 0,05, in den Versuchen mit NaCl-Gegenwart um 0,1 
unsicher sein (beziiglich der methodischen Einzelheiten siehe experi- 
menteller Teil IIT.) 

Der so ermittelte Aktivitatsgrad des Myogenchlorids fallt in reiner 
HCl von p,, 3 bis 1,5 von etwa 0,7 auf etwa 0,5 (vgl. experimenteller 
Teil I11, Tabelle 12). Abgesehen von den oben behandelten Unsicher- 
heiten stellen diese Werte untere Grenzwerte dar. Es ist naimlich nicht 
auszuschlieBen, daB die Verminderung der intermizellaren Cl’-Aktivitat 
zum Teil darauf beruht, daB im Innern etwaiger Mizellen die [Cl] 
durch Donnan-Gleichgewicht erhéht ist. Bei einer Aziditat kleiner 
als pg, 3 scheint demnach der Aktivitétsgrad von Myogenchlorid in 
reiner HC] nahe 1 (zwischen 1 und 0,7) zu liegen, die Aktivitat dieses 
Salzes also ahnlich seiner Normalitaét zu sein. 

In HCl-NaCl-Gemischen wird in etwa m/30 NaCl zwischen p,, 2 
und 3 nach Priifung mit der Kalomelelektrode der Aktivitatsgrad des 
Myogenchlorids anscheinend nicht unerheblich auf etwa 0,4 gedriickt 
(vgl. experimenteller Teil 111, Tabelle XII). In einer friiheren Mitteilung* 
wurde bei Anionenflockung des Myogens in Salzlésungen mittlerer 
Konzentration eine nicht unerhebliche Anionenbindung durch den 
geflockten Anteil dieses Proteins kataphoretisch festgestellt. Diese Bindung 
kénnte im gewissen Umfang in Salzlésungen auch durch das geldst 
bleibende Protein stattfinden, wenn man die angegebene Erniedrigung 


1 Literatur W. Pauli und H. Wit, l.c., S. 310ff. 
2 H. H. Weber, |. ¢. 
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des Aktivitatsgrades in klaren oder nur eben getriibten NaCl-haltigey 
Lésungen so deuten will. 

Man wird also in physiologischen Salzlésungen mit einem gewissen 
Zuriickbleiben der Myogensiuresalzaktivitét hinter der entsprechenden 
Normalitat zu rechnen haben. Bei den Alkalisalzen des Myogens ist 
diese Frage nicht untersucht, eine solche Tatsache aber aus den an 
gefiihrten Griinden des kolloidalen Verhaltens (s. S. 426f.) auch weniver 
wahrscheinlich. 


VI. Der ,,nichtlisende“* Raum fiir H” in Myogenlésungen. 


Der ,,nichtlésende Raum“ fiir H’ hat nicht nur Bedeutung fiir di 
Berechnung der H’ und OH’-Bindungskurve (vgl. S. 413), sondern ist 
auch an sich von Bedeutung: Lagern sich namlich Proteinionen ein 
groBe Wasserhiille an, einen Hydratationsmantel, wie Woljgang Paul 
behauptet und Jaques Loeb bestreitet, so sollte der ,,nichtlésende Raum’ 
gréBer, méglicherweise sehr viel gréBer sein als das Eigenvolumen des 
Proteins. Der Vergleich des Eigenvolumens des Myogens mit seinem 
,nichtlésenden Raum“ wirft also ein gewisses Licht auf die Fray: 
seiner Hydratation. 

Der ,,nichtlésende Raum“ fiir H’ ist bei Proteinen nur nach der 
von Polanyi! angegebenen Verdiinnungsmethode zu bestimmen. 


Sie griindet sich auf folgende Uberlegung: Lése ich eine bestimmt 
Menge eines Stoffes (z. B. H’) in zwei verschiedenen Volumina eines Lésungs- 
mittels, so sind die Konzentrationen beider Lésungen umgekehrt proportiona 
ihren Volumina 

C1 /Cg reL ‘iL- 
Hier sind ¢, und ¢, die beiden Konzentrationen, +z und vgz die beide 
Volumina, in denen der Stoff gelést ist. Diese beiden Volumina sind kleine: 
als die Gesamtvolumina des Systems, falls in dem System auch noch ei: 
»nichtlésender Raum‘ vorhanden ist: 


tal ty - z 
und 
"“uL= % ¥- 
worin v, und v, die Gesamtvolumina der beiden Systeme und x und y di 
Volumina des_ ,,nichtlésenden Raumes*“ bezeichnen. Bringe ich das 
Volumen v, durch Verdiinnen mit dem reinen Lésungsmittel auf v,, so ist 
natiirlich der Gesamtbetrag des ,,nichtlésenden Raumes* in beiden Volumina 
gleich (2 = y) und es ergibt sich: 
G  t—2z 
C¢  %4—2° 
also 
Cy Uy — Cg Vy 
6—c 


1 le. 
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Da in den angefiihrten Versuchen die EiweiSlésung genau auf das Doppelte 
verdiinnt wird, kann vr 1 und v, = 2 gesetzt werden. Hierdurch ergibt 
sich dann x als Bruchteil des Gesamtvolumens des Systems. Die Gleichung 
nimmt endgiiltig die spezielle Form an: 

C; — 2c, 


Cy — Cy 


so 


Soleche Messung ist nur unter zwei Voraussetzungen statthaft: 


1. Die [H] darf sich bei der Verdiinnung ausschlieBlich durch die 
Anderung des lésenden Raumes andern, d.h. das Eiweif darf dabei 


weder H’ binden noch abgeben; 

2. muB das Volumen des ,,nichtlésenden Raumes“ bei der Ver- 
diinnung konstant bleiben. 

Die erste Bedingung ist erfiillt, indem in einem p,,-Bereich (1 
bis 1,7) untersucht wurde. in dem Myogen mit H’ gesattigt ist (vgl. 
Abb. 3). 

Dagegen 1aBt sich die Konstanz des ,,nichtlésenden Raumes* auf 
Grund der bisher mitgeteilten Resultate nicht beweisen. Es wire 
denkbar, daB dieser Raum sich bei der Verdiinnung durch eine Anderung 
der EiweiBhydratation andert. Ob das so ist, wird zurzeit mit geeigneten 
anderen Methoden untersucht. Wenn es nun auch nicht der Fall zu 
sein scheint, so sollen die folgenden Daten iiber den ,,nichtlésenden 
Raum“ doch mit einem gewissen Vorbehalt mitgeteilt werden. 

Die Messung von c, und ¢, (also der H’-Konzentrationen) erfolgt elektro- 
metrisch. Die Kenntnis der absoluten Aktivitatsfaktoren der freien Séure 
in dem Gemisch ist nicht erforderlich, da es nur auf das Verhiltnis c¢, /c, 
ankommt. Es ist auf Grund des Eichverfahrens angenommen, da® der 
Aktivitatsfaktor der H’ fiir c, und ¢, fiir die Messung mit der angewandten 
Apparatur gleich ist. Ein Fehler kommt nur insoweit in Frage, wie diese 
Voraussetzung bei EiweiBgegenwart nicht mehr stimmt. Doch sind hierfiir 
keine sicheren Anhaltspunkte vorhanden (s. 8. 414ff.). 


Tabelle II. 





‘ , - i Wasserhiille 
o Nichtlésender 9 Myogen Nichtlésender Raum Nichtlésender Raum — Eigenvol. 
Raum g Myogen Figenvol 


2,82 2.85 
2,62 2.58 


Die Resultate der Tabelle zeigen eine itiberraschende Kleinheit des 
nichtlésenden Raumes‘. Er betrigt fiir das Gramm maximal séure- 
ionisierten Myogens noch nicht 3cem. Berechnet man denjenigen 
Betrag, der auf den Hydratationsmantel des Proteins entfallt, durch 
Abzug des EiweiBeigenvolumens (s. 8.410), so ergibt sich die nicht 
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H' lésende Wasserhiille als 21,- bis 3 mal so groB wie das Eigenvolumey 
Unter Bericksichtigung der Tatsache, daB Myogen als lyophiles Kolloi: 
auch unionisiert eine Wasserhiille tragen muB, bleibt nicht viel Raum 
fiir eine Hydratationszunahme bei der lonisierung. Die starke Hydra. 
tationszunahme der EiweiBionen ist von Pauli! aus Viskositatsmessunge n 
erschlossen. Da das Myogen ebenfalls die von diesem Autor als haupt- 
sachlichstes Argument der Ionenhydratation angefiihrte hohe Viskositit 
zeigt, geht aus Tabelle III hervor. 


Tabelle I1l. 


Viskositétsvolumen und Hydratation bei pg, 1,46. 





~ . | 
Viskositatsvol. in °/9 


, . . | Wasserhille — 
"lo Myogen - { 9 1 ) 100 = V . Myogen | Visk vale Eigenv | 
“0 io sa B Cp Myogen | Eigenvol. 
' 
A 6,193 1,058 2.32 0.48 0.5 15.5 
B 0,387 1,122 4.88 1,00 1,00 15,8 
Cc 0,78 1,242 9.68 1,98 2.00 15.5 
D 1,16 1,397 15.87 3,25 3.00 17,2 


Es ergibt sich fiir maximal siureionisiertes Myogen von p,, 1,46 
ein Volumen des Hydratationsmantels von der l5fachen GréBe des 
EiweiBvolumens. 


Nur die héchstkonzentrierte Lésung D (mit 15°,iger disperser Phase) 
zeigt ein noch héheres Ergebnis. Doch diirften hier bereits Elastizitats 
phanomene (Strukturviskositaét) hineinspielen. 


Die auBerordentliche Diskrepanz in der GréBe des Hydratations. 
mantels maximal saéureionisierten Myogens einerseits als ,,nichtlésender 
Raum“, andererseits als disperse Phase der Viskosititsbestimmung 
macht eine genaue Untersuchung dariiber notwendig, wie groB er in 
Wirklichkeit ist. Diese findet ebenfalls zurzeit statt. 


Die Entscheidung dieser Frage ist fiir den Biologen aus energetische: 
Griinden sehr wichtig: Findet die Wasseraufnahme bei Ionisierung des 
EiweiBes durch Zunahme seiner Affinitaét zu Wasser statt (durch Hydratation 
im Sinne Paulis), so kann dieser Vorgang unter Umstanden mit sehr groBer 
Kraft erfolgen. Ist er dagegen kolloidosmotisch bedingt (Donnangleich 
gewicht, Jaques Loeb), so hat man besonders unter den Verhiltnissen des 
Organismus nur mit unbetrachtlichen Kraften zu rechnen. So _ ist 
z. B. eine Saurequellungstheorie der Muskelkontraktion auf kolloidosmoti 
scher Grundlage schon rein energetisch unmdéglich, wahrend man ihr als 
Hydratationstheorie wenigstens in dieser Hinsicht keine begriindete: 
Einwendungen machen kann. 


' Vel. z. B. W. Pauli, Kolloidchemie der EiweiBkérper. Dresden, 
Steinkopff, 1920. 
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VIl. Physiologische Folgerungen. 


Die angegebenen physikochemischen Eigenschaften des Myogens 
yestatten zurzeit nur wenige Aussagen tiber die Funktion des quer- 
yestreiften Muskels. 

Das Myogen hat von den Muskelproteinen den  alkalischsten 
isoelektrischen Punkt. Es kommt darum am _ meisten fiir eine 
physiologische Saureionisierung als Vorbedingung einer Saure- 
juellung in Frage. Nun ist aber sein Normalitatsgrad auf der 
ikalischen Seite seines isoelektrischen Punktes bei p,, 7.3 (etwa dem 
Ruhe-p,,) ebenso groB wie auf der sauren Seite bei p,, 5,6. Da aber 
der ,,Selbststeuerungs”-p,, des Muskels, d.h. der p,,, bei dem jede 
weitere Milchsiurebildung aufhért, der p,, = etwa 6 bis 5,5 ist (beim 
Frosch! wie beim Kaninchen*), kommt eine Saurequellung bei der 
Kontraktion tiberhaupt nicht in Frage, die wesentlich tiber die Alkali- 
quellung des ruhenden Muskels hinausgeht. Hierbei ist ganz davon 
abgesehen, daB die fiir eine etwaige Quellung maBgebliche aktive 
Konzentration des Myogensauresalzes in physiologischem Salzmilieu 
offenbar nicht unwesentlich hinter seiner Gesamtkonzentration (Nor- 
malitat) zuriickbleibt (s. S. 428 ff.). 


Die in der geringen Aziditat des maximal gesiuerten Muskels (auf 
eden Fall) liegenden Schwierigkeiten fiir die Séurequellungstheorie sucht 
0. v. Fiirth® folgendermaBen zu umgehen: Wenn der ganze Muskel durch 
Milchséure ein pg, auch nur von etwa 6 hat, so kann der pg, an den Ver- 
kiirzungsorten doch im Verkiirzungsmoment sehr viel saurer sein, indem 
lort eine sehr hohe Miichséurekonzentration explosionsartig entsteht, die 
sich erst nachher unter Absinken der’ lokalen Aziditat gleichmaBig tiber 
len ganzen Muskel verteilt. Die so begriindete hohe Verkiirzungsaziditat 
st abzulehnen. Denn die Milchsaéurebildung bestimmt nicht einfach den pga, 
sondern der pq, gerade an den Entstehungsorten der Milchséure bestimmt 
auch umgekehrt die Milchséiurebildung. Der Selbststeuerungs-pg, ist 
ler Pan, bei dem das glykolytische Ferment seine glykolysierende Tatigkeit 
einstellt. Wenn auch die Empfindlichkeit des glykolytischen Ferments 
gegen Aziditét intra vitam nicht ganz so groB sein sollte, als es nach den 
postmortalen Beobachtungen scheint, so diirften die daraus resultierenden 
etwaigen Verschiebungen des Selbststeuerungs-pg, wohl sicher nicht ge- 
niigen, die oben gezogenen Schliisse iiber die Unmdglichkeit der Saure- 
juellungstheorie zu entkraften. 

Garner* erwagt, daB die Muskelkontraktion bewirkt sei durch mole- 
kulare Umordnung, die bei der Entionisierung der Alkalisalze organischer 
Verbindungen vom Fettsiuretypus (Fettséure, Lipoide, gewisse Proteine) 
auftreten kann. 


 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 128, 1926. 

2 H. H. Weber, 1. ¢. 

3 Vgl. Oppenheimers Handb. d. Biochem. 8, 75ff., 2. Aufl. Jena, 
Gustav Fischer, 1925. 

' W. E. Garner, Proc. Roy. Soc. (B) 99, 40, 1925. 
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Eine molekulare Umordnung der Verkiirzungssubstanz kann 
verschiedenen Griinden! die Spannungsleistung des Muskels nur da; 
erklaren, wenn die durch die angegebene Reaktion entionisierten Molekij 
eine zusammenhangende Schicht bilden. Garner hat nun berechnet, 
groB diese Schicht ware, wenn Alkalistearate die Verkiirzungssubsta: 
darstellten. Er fand, daB die bei der Einzelzuckung entstehende Milchsau: 
nur eine monomolekulare Stearatschicht von einem Zehntel der Fibrille; 
oberflaiche entionisieren kénnte. Man braucht also eine Verkiirzungs 
substanz, von der gréBere Mengen durch ein Molekiil Milchsaéure entionisier 
werden, um zu einer Schicht geniigender Ausdehnung zu kommen. Gary, 


hat deshalb auch an Proteine gedacht, da deren Aquivalentgewicht etw 


viermal so hoch ist bei totaler Dissoziation wie das der Stearinséure. Av 
diese Annahme fiihrt zu einer Oberflache, die die Fibrillen noch nicht deckt 
Dies gilt besonders, wenn man beriicksichtigt, daB der Langsschnitt ce: 
an einer Valenz befindlichen EiweiBradikale nicht um ebensoviel grébe; 
sein diirfte als der von Stearinsiuremolekiilen, wie es ihre Masse — na 
dem Verhaltnis der Aquivalentgewichte ist. Denn beim EiweiB sin 
auch die queren Durchmesser der Molekiile vermutlich gréBer als bei ce: 
Stearinséure. Auf den Langsschnitt kommt es aber fiir die GréBe der 
entionisierten Schicht an, da die Teilchen der Verkiirzungssubstanz paral|: 
der Faserrichtung angeordnet gedacht werden. Nun zeigt aber das Beispix 
des Myogens, da8 man gar nicht mit dem Aquivalentgewicht des tote 
dissoziierten Proteins zu rechnen braucht, ja, es sogar nicht einmal dar‘ 
da die Valenzen mit einer sehr kleinen Dissoziationskonstante bei physi: 
logischer Reaktion sicher iiberhaupt gar nicht dissoziiert sind. Diese kénne: 
also auch nicht durch Milchséure entionisiert werden. Hierfiir komme: 
nur die Valenzen der ersten erkennbaren Dissoziationsstufe in Frag 
Deren Aquivalentgewicht betrigt aber etwa 5000, ist also etwa 18ma 
so gro wie das der Stearinséure. Wenn Komplexe dieser GréBe von einen 
Milchséuremolekiil ihrer elektrischen Ladung beraubt werden, diirfte di 
Schicht, die in den entionisierten Zustand iibergeht, sicher nicht kleine: 


sein als die Fibrillenoberflache. Dies gilt sogar dann, wenn man das Ver- 


Langsschnitt 


haltnis - bei dem Protein als nur halb so groB ansieht wie bx 


Masse 
der Stearinséure. 

Nun ist es allerdings nicht gerade wahrscheinlich, daB das Myoge: 
die Verkiirzungssubstanz darstellt, da histochemische Untersuchunge: 
Biedermanns® fiir seine Lokalisation im Sarkoplasma sprechen. Doc! 
diirfte die auf der Ionisationskurve des Myogens aufgebaute Ableitung 
prinzipiell fiir alle Eiwei®Bkérper des Muskels gelten, da alle diese Protein 
polyvalente Séuren sind, bei denen mit erheblichen Unterschieden cer 
einzelnen Dissoziationskonstanten zu rechnen ist. 


Wichtiger ist folgendes: Nach Meyerhof und Lohmann® ander 
der Muskel von der Ruhe zur Ermiidung sein p,, von etwa 7,3 bis 
etwa 6,4, wobei sich 0,4 bis 0,45 °%, Milchséure bilden. Diese Milchsiur 
wird nach diesen und anderen Autoren zur Halfte vom Alkaliproteinat 


! W. E. Garner, Proc. Roy. Soc. (B) 99, 40, 1925. 
2 W. Biedermann, Ergebn. d. Biol. 2, 416, 1927. 
® le. 
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des Muskels neutralisiert, d. h. die MuskeleiweiBkérper geben zu diesem 
Zweck in 1 g Muskel 2,5 . 10-? Millimol Alkali ab (0,45 °,, = 0,05 m Milch- 
siure). Der Unterschied in der Alkalibindung des Myogens betriagt 
fiir das Millimol N = 86 mg Myogen zwischen p,, 7,3 und 6,3 etwa 
05.1072, zwischen p,, 7,3 und 6,4 etwa 0,4.10~? Millimol Alkali 
s. 8.424, Abb. 3). Unter der Annahme, daB das gesamte EiweiB des 
Muskels von 1 g Gewicht aus Myogen besteht, kénnten diese 0,2 g Myogen 
0.9 bis 1,2. 107? Millimol Alkali (beieiner p, ,-Verschiebung bis 6,4 baw. 6,3) 
abgeben. Das ware weniger als die Halfte dessen, was die Muskel- 
eiweiBkérper in Wirklichkeit zur Milchséureneutralisierung beitragen 
(s. oben). Es miissen also andere Muskelproteine (Myosin ?) zwischen 
Pan 7,3 und 6,4 eine viel héhere Pufferungspotenz besitzen als das 
Myogen und so die Hauptleistung bei der Milchsdiureneutralisierung 
durch EiweiBkérper tibernehmen.  Sollte sich die Biedermannsche' 
Beobachtung bestatigen, daB das Sarkoplasma fast ganz (bis auf lipoide 
Einschliisse) aus Myogen besteht, so miiBte dieser Vorgang sich im 
wesentlichen in den Fibrillen abspielen, d.h. die Meyerhofschen Er- 
miidungsorte miiBten in diesem Falle in den Fibrillen liegen. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Elektrodialyse gereinigte, geeignet hergestellte Myogen- 


lésungen enthalten 1 bis 6°, Myogen. Von dem gesamten in der Lésung 
enthaltenen Stickstoff stammen maximal 5 bis 10°, aus Fremdproteinen 
(Albumin) (vgl. allgemeiner Teil I1). 


2. Aus dem spezifischen Gewicht von Myogenlésungen berechnet 
sich das spezifische Gewicht reinen Myogens bei 20° zu 1,35. 1 g Myogen 
nimmt demnach in Lésung ein Volumen von 0,74 ccm ein (vgl. wie 
unter 1.). 

3. Die spezifische Drehung frischer Myogenelektrodialysate betragt 
bei CO,-AbschluB etwa 31°. Sie steigt durch Saureionisierung bis auf 
etwa das Dreifache (vgl. wie unter 1.). 

4. Die Diskussion der Fehler, die bei der Bestimmung der H - und 
0H’-Bindungskurve auftreten kénnen, ergibt auf Grund von Kontroll- 
bestimmungen und rechnerischen Uberlegungen: Hydrolytische EiweiB- 
spaltung wahrend des Versuches laBt in extrem alkalischen Lésungen 
die elektrotitrimetrisch ermittelte OH’-Bindung méglicherweise bis 
20% zu hoch erscheinen. In sehr sauren Lésungen erscheint die 
H-Bindung durch Vernachlassigung des , nichtlésenden Raumes“ fiir H’ 
vielleicht um etwa 10°, zu niedrig. Sonstige Fehler sind ohne wesent- 
lichen EinfluB. Auch mizellare Donnan-Gleichgewichte scheinen die 


' l.e. Doch vgl. dazu auch Pischinger, Pfliigers Archiv 217, 205, 1927, 
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Bindungskurve — wenigstens aus HCl und NaOH — nicht wesentlic! 
zu falschen (vgl. allgemeiner Teil II1). 

5. Die H- und OH’-Bindung des Myogens wachst bei gegebener 
Pan geradlinig mit der Myogenkonzentration (vgl. allgemeiner Teil IV 

6. Die H’-Bindungskurve eines Millimols Myogenstickstoff lai: 
sich (abgesehen von der isoelektrischen Zone) gut durch die Dissoziations. 
kurve einer einwertigen Base mit der Dissoziationskonstanten 

Ky, = 3,5.10-" und einem Gesamtsiurebindungsvermégen — von 
115.10~ Millimol H’ darstellen. Das Basenaiquivalentgewicht des 
Myogens betragt demnach 750 (vgl. allgemeiner Teil IV). 

7. Die OH’-Bindung auf das Millimol Myogenstickstoff wird bx 
schrieben (abgesehen von der isoelektrischen Zone) durch Addition 
der Dissoziationskurven zweier einwertiger Sauren mit den Disso 
ziationskonstanten K,, = 6,3.10-® und K,,= 10-" und einem 
Gesamtbasenbindungsvermégen von 17 bzw. 89. 10~* Millimol OH’ 
Das Aquivalentgewicht der ersten erkennbaren Dissoziationsstufe ist 
demnach 5100, das Gesamtbaseniquivalent elektrotitrimetrisch 815 
nach Willstdtter-Titration 1047. Ein Mittel von 950 diirfte der Wahrheit 
am nachsten kommen (vgl. allgemeiner Teil IV). 

8. Es wird diskutiert, welche Aussagen sich iiber die Aktivitit 
einiger Myogenséuresalze aus der H-Bindung machen lassen.  Fiir 
Myogenchlorid in reiner HCl ergibt sich ferner nach Messungen mit 
der Kalomelelektrode ein Anwachsen des_ ,,Aktivitaétsgrades“ (siehe 
8. 426) von0,5 bei p, ,, 1,5 bis etwa 0,7 bei p, , 3. In HCl + m/30 Na 
betragt dagegen der Aktivitatsgrad bei p,,, 3 nur 0.4. 

9. Der ,.nichtlésende Raum“ fiir H betragt fiir das Gramm maxima! 
sdureionisierten Myogens ungefahr 2,7 cm. Seine Kleinheit steht im 
Widerspruch zu dem Volumen des Myogens als disperse Phase, wie es 
sich aus Viskositaétsmessungen berechnet (Viskositaétsvolumen eines 
Grammes Myogen bei p,, 1,5 = 12,4cem). Diese Diskrepanz ist von 
allgemeinerer Bedeutung im Hinblick auf die Paulische Hydratations- 
theorie der EiweiBionen, die im wesentlichen auf Viskositaétsmessungen 
beruht. 

10. Die Alkaliionisation des Myogens bei dem p,, des ruhenden 
Muskels ist ebenso hoch wie die Séureionisation bei p, , 5,5, d-h. einem p, ), 
den der Muskel infolge der p,,-Selbststeuerung der Milchséurebildung 
fast nie erreicht. Da das Myogen infolge seines isoelektrischen Punktes 
bei p,, 6,3 der einzige MuskeleiweiBkérper ist, der fiir eine Saurequellung 
in Frage kommt, ist demnach die Saurequellungstheorie der Kon- 
traktion abzulehnen (vgl. allgemeiner Teil VII). 

11. Wenn alles MuskeleiweiB Myogen ware, so kénnte dieses nur 
etwa ein Fiinftel der Milchsiure neutralisieren, die bei hochgradiger 
Muskelermiidung entsteht. Da aber in Wirklichkeit die Halfte bis zwei 
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)rittel der Milchsaure von MuskeleiweiB neutralisiert wird, muB dieses 
lurch ein Muskelprotein von erheblich gréBerer Pufferkapazitat ge- 
chehen, als sie das Myogen besitzt. Dies wiirde unter Umstanden fiir 
ine Lokalisation der Meyerhofschen Ermiidungsorte in den Fibrillen 
prechen (vgl. allgemeiner Teil VII). 


Der Rockefeller Foundation bin ich fiir Unterstiitzung bei Beginn 
der Arbeit, der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft bei ihrem 
AbsechluB zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


I. Myogendialysate. 

A. Herstellung. Die Herstellung der Myogendialysate erfolgt wie 
friiher!. Als Versuchstiere wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich Kaninchen 
verwandt. Abweichend ist nur die GefaBdurchspiilung mit Ringerlésung, 
die mit Saccharose gesattigt ist. Diese Saccharosesaéttigung vermindert 
das Durchspiilungsédem recht ausgesprochen. Es empfiehlt sich ferner, 
bei der Dialyse des MuskelpreBsaftes die Moysin- und Myogenfibrinnieder- 
schlage mehrmals abzufiltrieren. Sie sind diffusionshindernd und Bakterien- 
schlupfwinkel. Bei der Elektrodialyse kamen zwei ,,alte‘* Chromgelatine- 
membranen, Messing- und Platinelektrode zur Verwendung. Der Prebsaft 
befand sich wahrend aller MaBnahmen, mit Ausnahme der héchstens 
fiinfstiindigen Elektrodialyse, unter Toluol. Bei der Elektrodialyse darf 
die Reaktion pg, 6 nach der sauren Seite nicht wesentlich iiberschreiten, 


hda bereits bei pg, 5,5 bis 5,8 sich das Myogen als harter Belag an der 


Kathodenmembran niederschlagt?. Triibungen werden nach der Elektro- 
dialyse in luftdicht verschlossenen Zentrifugenglasern abzentrifugiert. 
Denn die spezifische Leitfahigkeit steigt sonst durch CO,-Aufnahme aus 
der Luft auf 2 bis 3.10—° an. 

B. Reinheit. Angaben iiber die spezifische Leitfahigkeit der Myogen- 
dialysate (*) finden sich in allen Tabellen. Der Betrag an Rest-N geht 
aus Tabelle I hervor. Da®B 70° bei raschem Erwarmen die obere Fallungs- 
grenze fiir Myogen darstellt, ergab sich erneut daraus, daB die bei 70° 
entstehende Triibung bei pg, 6,0 deutlich kathodisch, die bei weiterem 
Erwarmen entstehende feine Triibung dagegen anodisch wanderte. Versuch 5 
bei volisténdiger EnteiweiBung mit Sulfosalicylsiure zeigt, daB nicht- 
kolloidaler Rest-N praktisch nicht vorhanden ist. 

Tabelle II gibt die Verénderungen der Leitfahigkeit und des pga, 
die beim Erwarmen durch Myogenzersetzung entstehen. Die Erwairmung 
der Lésungen, die der *-Bestimmung dienten, fand auf dem Wasserbad 
im verschlossenen LeitfahigkeitsgefaB selbst statt, um Anderungen von « 
durch CO,-Aufnahme zu vermeiden. Die Messung fand nach genauer 
Wiederabkiihlung statt. Unerwarmte Kontrollen zeigten in derselben Zeit 
keine oder fast keine Anderung von *. Die Anderung von * scheint bei 
diesem Verfahren zu gering, da sich auf den Elektroden beim Erwarmen 

1 le. 

2 Auch diese Tatsache zeigt, daB der isoelektrische Punkt des Myogens 
alkalischer als pg, 6 liegt, worauf im Hinblick auf gewisse Zweifel nochmals 
hingewiesen sei. (Vgl. Biedermann, |. c.) 
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Tabelle I. 
N-Gehalt von Myogenlésungen nach Ausfallung des Myogens. 





1 com Myogenlésung enthalt Millimol N 





Nr. Art der Myogenfallung A B B 
vor der nach der 
Myogenfallung Myogenfallung A 
1 Erwarmen auf 70° bei py 6.3 0,261 0.0125 0.048 
2 Ebenso 0.146 0.01 0,068 
3 Erwarmen auf 100° bei py 6,3 0,146 0,01 0,068 
4 1.2m NagSO, bei pq < 4 0,188 0,0167 0,089 
5 || Seem Myogen + 0,7 cem 
20°, ige Sulfosalicylsiure 0,380 0,003 0,0078 


Anmerkung: Nr. 1, 2 und 4 geben nach dem Fallen mit Sulfosalicylsdure leichte Triibung 


Tabelle II. 


Anderung von * und pg beim Erwarmen der Myogenlésungen. 








x Pu 
Behandlung . a Se 
vorher nachher vorher nachher 
& 4 2 1,1.10-° 2.7. 10-5 — - 
10 Min. auf 70° ...... 1,8 3.7 _ 
10 Min. auf 70° und 5 Min. 
Me Ser a ae 1.8 12.3 6.05 6.45 
Nach Elektrodenreinigung. . _- 21,1 -- - 
ff SN 4 eee 1,8 4,2 _ 
Nach Elektrodenreinigung . . — 57 — 


dichte, widerstandserhéhende Niederschlage von Myogen bilden. In einige: 
Versuchen wurden diese entfernt, wonach sich noch betrachtlich héher 
x-Werte ergaben als vor der Reinigung. Die Reinigung geschah dure! 
vorsichtige Entfernung des Elektrodenpaares aus dem Leitfahigkeitsgefa! 
Abspritzen der Niederschlage mit einem scharfen Wasserstrahl und Nach- 
waschen mit Aqua dest. Einige *-Werte nach derartiger Behandlung sind 
in Tabelle II mit angefiihrt. 

C. Spezifisches Gewicht. Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes 
erfolgte in den Versuchen 1 und 2 durch analytische Wagung eines 50-ccm- 
MeBkolbens, in Versuch 3 bis 5 eines 5-cem-Pyknometers in der iibliche: 
Weise. Die genaue Einstellung auf die Fiillungsmarke erfolgte nach 15 bis 
20 Minuten Aufenthalt des betreffenden GefaéBes in einem Wasserba 
von 20°. Auswertung der Ergebnisse geht aus Tabelle III hervor. 

D. Spezifische Drehung. Die Bestimmung der spezifischen Drehung 
erfolgte mit der Apparatur nach Schmidt und Haensch im nichtmono- 
chromatischen Na-Licht der Lampe von Airila und Komppa. Die Elektr 
dialysate wurden aus den verschlossenen Zentrifugengléisern unmittelba: 
in die Polarisationsréhre gegeben. Trotz raschesten Arbeitens ist die Ab 
lesegenauigkeit nicht so sehr hoch, da isoelektrische Dialysate sich sel 
rasch verschleiern und dadurch viel Licht absorbieren. Es muBte infolg: 
dessen meist eine 0,5-D-Réhre verwandt werden. Die unter ap angefiihrten 
Werte wurden also im allgemeinen nur halb so hoch abgelesen, wie sie i 
Tabelle IV angefiihrt sind. Sie sind also sehr klein. In starker ionisierten 
Lésungen (Nr. 7e, 8) fallen diese Schwierigkeiten fort. 
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A. Die elektromotorische pg,;-Bestimmung erfolgte genau mit a 
zuletzt angegebenen Apparatur und Versuchsanordnung von Michaelis 


Il. Die H’- und OH’-Bindung. 
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| 
Tabelle IV. Spezifische Drehung frischer Myogenelektrodialysate. j 
Stammlosung ~_ 
Nr. -- : Satie Pu a, [a ry Bemerkungen 
Tage 
1 ? 7,.5.10-@ 1,845 ? 0,558 30,3 
2 6 1,.7.10-5 1,47 5,9 0,482 32,8 
3 3 1,7 2,24 6.0 0,712 31,5 . . 
4 7 345 63 1121 324 Reines Elektrodialysat 
5 5 1,3 1,98 5.9 0,618 31,2 
6 7 1,3 3,53 6,0 1,144 32,3 
' 
7 : 0 0,98 55 0,820 3: Elektrodialysat + HC 
‘@ 3 1 9 nial 320 32,8 (Gesamt-Hi Cl — n/ 2000 
7b 3 1,0 0,98 5.9 0.295 301 Elektrodialysat + H,O 
7« 3 1,0 0,98 | 64 0,290 | 29,6 Elektrodialysat + NaO! 
Giektrodialysat + NeOt 
7 f 0 0,98 7,05 0,312) 31, ektrodi t +N 
id 3 l , —~ 31 31,8 | (GesamtsNs OH = 1/100 
Te | 3 1,0 1,08 3,15 1,198 66,6 | Elektrodialysat + HC! 
(Gesamt-H Cl = 1,84. 10 
8 6 1.3 233 | 3.02 1.698 728 Elektrodialysat + HC! 


(Gesamt-H Cl = 2,41 . 10 





Tabelle V. H’'-Aktivitat. 
| é 
Nr. T | gegen Standard») Pap ap, {H] } Art der Siu 
acetat 
; 
1 18° = =§ —207,6 | 0,997 1,007.10-? | 1.107 | 1007), 
2 18 —207,7 | 0,995 1,012.10-" 1.107 | 1012 | 
3 21 —210,0 | 1,002 0,994.10- | 1.101 | O99 | ey 
4 | 21 —210,2 | 0,997 | 1,007.10-? 1.1072 1,007 | 
5 | 23 —152,7 | 2,006 | 0,985.10? 1.102 O98] | 
6 23 — 152.8 2,004 | 0,99 .10-? 1.102 0.990 | 
7 20  — 91,7 | 3,029| 0,934.10-* | 1.10 0.984 HCI 
8 20 91,75 3,028 | 0,935.10-° | 1.10-3 0,985 | HCl in 
9 20 92,05 3,023 | 0,946.10- | 1.10-8 0.946 | m/22 Nac} 
10 18:5 = —148,5 2,086 | 0,919.10- | 1.10? 0.919 | ow 
11 185 —148,6 2,083 | 6,926.10 1.10 0926 | %2°%s 
12 | 17 —148,5 | 2,025 | 0,942.10 | 1.10? O92) OF oo 
13 (17 -148,6 2,023 | 0,946.10-2 | 1.10 0946 ; “2°%% 
14 20 — 914 | 3,035 | 0,921.10-9 | 1.108 0921 | YF oy 
15 20 — 91,1 | 3,089 | 0,913. 10-8 | 1.10-° 0,918 | 2°" 
16 20 91,4 3,035 | 0.921.105 1.108 0971 |) oo 
17-20 — 91,1 | 3,039 | 0.913.10-3 1.10 Ogg fj “29% 


' L. Michaelis und K. Kakinuma, |. c. 
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Tale lle Va. 
OH’-Aktivitat. 





é 

Nr. T gegen Standard. Pah oh {OH} Te Art der Lauge 
acetat 

l 20 446.1 12,285 166.1072 2.1072 0.83 

2 20 446.4 12.290 1.68 2 O84 Naoll 

$ 20 445.9 12,281 1,64 2 0.82 

4 19 428.6 12.099 OS] 1 O81) an 

5 19 429.0 12.016 0.82 { aga; at 

6 19,5 428.9 12,002 0,83 1 O83 

7 19.5 427.9 11,985 0,79 i 0.79 NaOll 


Der pan des Standardacetats wurde zu 4,607 angenommen'. Die elektro 
motorische Kraft der eigentlichen Versuchslésungen wurde gegen Standard- 
acetat gemessen, die Umrechnung auf [H] erfolgte mit Hilfe der in Tabelle V 
angefiihrten scheinbaren fq des betreffenden Elektrolyten. Nur in stark 
alkalischen Lésungen (um pq, 12) bildete die Potentiaidifferenz gegen 
eine an freier NaOH ungefahr gleichkonzentrierte, reine NaOQH-Lésung 
die Berechnungsgrundlage der Versuche. Zur Orientierung iiber die Mel}- 
ergebnisse (Abweichungen von Mehrfachbestimmungen, GréBe des schein- 
baren fg) sind auch einige Resultate in reiner NaOH angefiihrt. Fiir die 
Berechnung von [OH] und faog sind die px w-Werte Michaelis* entnommen. 

Die kolorimetrische Bestimmung ertolgte mit MW ichaelisindikatoren 
nach dem Walpoleprinzip. Die betriachtlichen EiweiBfehler auBerhalb 
des pan-Bereichs 7,5 bis 5,3 gehen aus Tabelle VI hervor. Dat} es sich bei 


Tabelle VI. 


Myogenfehler der Indikatoren. 





Nr Mischung Indikator pe "oo 
1 5eem Myogen + 2cem n/l00 HCl — y-Dinitrophenol 4.6 4,25 
2 5eem Myogen + 2cem n/50 HCl ” 4.6 4,21 
2a Seem Myogen + 2,8 cem 

m/8 Acetatpuffer von py 4,03 e 4,35 4,05 
3 5ceem Myogen + 2cem 

m/10 Acetat von py 5,8 . . p-Nitrophenol 6,2 6,18 
4 5cem Myogen + 2ccem 

m/3 Phosphat von py 74. . m-Nitrophenol 7,35 7,30 
5 10 cem 2% iges Myogen + 2 cem 

n/100 NaOH " 7.7 8.15 
5a 10 cem 2% iges Myogen + 3 cem 

3k” RE Re = 79 8.77 


1 L. Michaelis und K. Kakinuma, |. c. 
2 [.. Michaelis. Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin, 


Julius Springer, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 189. 99 
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Ta 
H’-Bindung d 
Myogenstammlésung 
Nr. Dialyse Millimol N 
Dauer Art x ccm PH Besugesiektrod 
i 13 Tage gewolinlich 5.10-5 0,26 6.3 Standardacets 
2 
3 - 
4 17 Tage gewohnlich 3.10-5 0,146 6.3 
a) gewohnlich und 1.5.10--5 0,253 6,2 kolorimetrisc | 
6 elektrisch Pa 
7 
Ss 
9 Standardacet 
10 
11 - 
12 gewohnlich und 1,.2.10-5 0,194 6.2 iu 
elektrisch 
13 ? gewobnlich und 15.10-5 0,246 6.6 kolorimetrise! 
14 elektrisch ‘“s 
15 Standardaceta 
16 ~ 
17 ‘i 
1S = 
19 21 Tage gewdhnlich und 1,4.10-—5 0,168 ? » 
20 elektrisch F 
21 ‘ 
22 4Tage gewdhnlich und 1,1.10-5 0,464 ? “ 
23 elektrisch a 
24 3 Tage gewdhnlich und 9,4.10-6 0,24 6,0 . 
elektrisch 
25 ? gewobnlich und 1,0.10-—5 0,370 ? - 
a elektrisch e 
26 7 Tage gewodhnlich und 9.10-—6 0,40 6,3 . 
26a elektrisch J 
Die Versuche Nr. 1 und 4 und Nr. 22 und 23 sind zu Abb.2 verw: 
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Ta Vil. 
ing d Mvyogen aus HCl. 
H’-Bindung 
l com des Myogen-Sauregemisches enthalt Millimol Geb. Millimol H 

lektrod Pa H’ zugefihrt H’ frei H’ gebunden N Millimol N 

ineste 4,77 3,333 . 10-3 0,017 . 10-8 3,316. 10-% 0,217 15. 10 
4,21 5,715 0,061 5,654 0,186 39 
3.46 10.0 0.35 9,65 0,130 74 
4.75 1,855 0,018 1,837 0,133 14 

1etrise | 5,95 0,538 0,001 0,537 0.194 28 
5.75 0.857 0,002 0,855 0.180 48 
55 1,132 0,003 1,129 0,168 6,7 
5,3 1,375 0,005 1,370 0,158 8,1 

rdacet 3,83 9.67 0.14 9.53 0.168 53 
3,318 14,43 0,48 13,95 0,168 77 
2.135 28.7 7,3 21,4 0,165 118 
4,08 5,77 0,08 5,69 0,140 41 

tates 6,15 0,238 0,0007 0,238 0,176 14 
5,7 0,954 0,002 0,952 0,176 5.4 

dacets 5,1 2.38 0,004 2,38 0,176 13,5 
4.2 5,24 0,063 5,18 0,176 30 

”" 
2.86 18,57 1,378 17,19 0,176 YS 
2,12 28,1 7,57 20,5 0,176 117 
3,37 9,00 0,426 8,57 0,12 72 
2,84 13,85 1.45 12,4 012 103 
1,845 28,15 14,29 13,86 0,12 115 
1,586" 59,0 25.9 24,1 0,209 115 
1.247* 100.0 53,2 46,8 0,418 111,5 
1,487 57,7 32,5 25,2 0,226 111,2 
1,151 107,1 70,4 36,7 0,33 111,5 
1,471 53.55 33,81 19,74 0,165 119.5 
1,344 83.3 45.3 38,0 0,333 114 
1,662 41,65 21,77 19,88 0.1665 119 

verws ] Nr. 25 bis 26a liegen der Tabelle tiber den ,nichtlisenden Raum“ zugrunde. 
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den Differenzen zwischen kolorimetrischer und elektromotorischer Be- 
stimmung nicht um Fehler der elektrischen Methode durch Myogenfibrin- 
bildung an den Elektroden handelt (Einstellung von £-Potentialen), geht 
aus dem Vergleich von Versuch 2 und 2a hervor. Wollte man namlich 
das kolorimetrische Ergebnis als richtig ansehen, so miiBte das Myogen 
aus dem stark puffernden Acetatgemisch etwa 12mal mehr H’ gebunden 
haben als aus der HCl. 

B. Die Tabellen VII bis X bringen die Befunde iiber die H’- und 
OH’-Bindung des Myogens, die mit der angegebenen Methode erhoben 
wurden. Als zugesetzte H’ und OH’ auf den Kubikzentimeter Myogen- 
lésung ist die tatsachlich zugesetzte Menge + der Menge angefiihrt, die 
nétig war, um den Kubikzentimeter der Myogenlésung von ihrem ,,zu- 
falligen’* pq, auf 6,3 (den pg, des isoelektrischen Punktes) zu bringen. Den 
Versuchen 26 bis 27a der Tabelle VII, die den Berechnungen iiber den 
»nichtlésenden** Raum dienen, liegen Doppelmessungen zugrunde, die 
keine groBere Differenz als 0,1 Millivolt aufweisen. Die Ansatze 26a bis 27a 
sind aus 26 und 27 durch genaue Verdiinnung eines aliquoten Teiles mit 
Leitfahigkeitswasser auf das Doppelte hergestellt. Urspriinglicher und 
verdiinnter Ansatz wurden gleichzeitig gemessen. Die Messung des Myogens 
mit den Séuren fand in friiher beschriebener Weise so statt, daB keine 
Triibungen entstanden (bis auf eine Ausnahme in Tabelle XII, vgl. 8. 449). 

HCl und H,SO, der Anséatze sind Normalsiuren von Kahlbaum, die 
NaCl-Lésungen wurden aus gegliihtem NaCl zur Analyse hergestellt und 
durch Titration nach Volhardt als richtig in ihrer Konzentration bestatigt. 
HSCN wurde aus reinem KSCN + Phosphorpentoxyd durch kon- 
zentrierte H,SO, bei 0° bis +- 1° vertrieben und bei — 15° bis 20° in einer 
Vorlage kondensiert. Er ergab azidimetrisch und nach Volhardt den gleichen 
Titer und zeigte in 0,2 Normalitat mit Fe SO, keine Spur einer Rotfarbung, 
war also frei von Persulfosaéure. 

In der Tabelle Vila sind einige Versuche der Tabelle VII unter Beriick- 
sichtigung des ,,nichtlésenden Raumes‘ korrigiert. Der Faktor 2,7, mit 
dem die Gramme des Myogens in Kubikzentimetern zu multiplizieren 
sind, um auf den ,,nichtlésenden Raum“ zu kommen, entstammt Tabelle IT 
des allgemeinen Teiles. Die Cy, durch deren Multiplikation mit dem ,,lésenden 
Raum“ sich die Millimol H’ im Kubikzentimeter der SéureeiweiBmischung 


Tabelle Vila. 


Korrektur der H’-Bindung unter Beriicksichtigung des _,,nichtlésenden 





Raumes*. 
Zu den 1 com der Myogensauremischung 
B. - — - Geb. Millimol H” 
num | » | nicht. Millimol H’® = Millimol N 
mern ah | a Cy.(1 — nicht. — 
m.! Myogen ede lésenden aad ee Cea . 
—_ } s Myogen Raum) korrigiert unkorrigiert 
i 
Is 2,12 00151 | 0,041 7,26.10-? | 20,8 .10-3)| 118.1073 | 117 .10-% 
21 1,845! 0,0103 | 0,028 13,9 14,25 119 115 
26a 1,662 0,0144 9,039 20,9 20,75 124 119 
25a 1,471 0,0142 0,038 33,25 20,3 123 119,5 
26 1.344 0,0287 0.0775 41,8 41.5 124 114 
25 1,151 0,0284  0,0767 65,0 42,1 127 111,5 


H’-Bindung dureh Myogen aus H,SQ,. 





Vill. 


Tabelle 
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Tahe 
OH’-Bindung dur 
ze 
Myogenstammlésung 
Nr Dialyse s 
Millimol N Pu Bezugselektrodc 
Dauer Art x ccm { 
1 gewohnlich und 1.5.10-5 0.246 6.6 kolorimetrise P 
9 elektrisch n ; 
3 14 Tage gewdhnlich und 5.10-—6 0.2016 6.5 
elektrisch 
+ 6 Tage gewdhnlich und 8.10-—6 0,385 6,6 
5 elektrisch 
6 " Ee 
a 4 
7 Standardaceta = 
i 
8 ° 
4 
i) n/100 NaOH 
419 
10 50 NaOH S 
n a sd 
11 15 Tage gewdhnlich und 8.10—6 0,186 6,4 kolorimetrise . 
c a 
12 elektrisch m 
4 
13 Standardacet: er 
re] 
14 ” 182 
15 3Tage gewdhnlich und 13.10-—6 0,599 6,6 kolorimetrisc ' 
16 elektrisch 4 
4 
17 Standardacet a 
0 
” ’ 12 
19 » 
44 
9 _ 
20 n/100 NaOH 921 
21 4Tage gewdhnlich und 8,5.10—6 0.604 6,75 kolorimetrise 4 
22 elektrisch Standardacet as 
23 . 
134 
9 
24 ” 38 
25 n/100 Na Ol aie 
bbs 
26 gewohnlich und 7.10-—6 0,344 6,5 kolorimetrise @- ' 
97 elektrisch s ie 
~~ 
28 gewohnlich und 4.10—-6 0,231 63 Standardacets' §. 5 
299 elektrisch _ ee 
‘Sd 


Nr. 22 und 29 sind zu Abbildung 2 betreffend Abhangigkeit 


der OH’-Bind 
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Take 
g dur , 
oe ven aus NaOH. 
OH'-Bindung 
ektrode 1 com des MyogensNa OH-Gemisches enthalt Millimol geb. Millimol OH 
: OH’ zugefiibrt OH’ frei OH’ gebunden N Millimol N 
meieen Y' 0.119. 10 0,000 03 . 10 0.119. 10-3 0,176 0.7.10 
0,476 0,000 04 0.476 0.176 27 
0.475 0,475 0,154 2.9 
1.30 0,00 ... 1,30 0.316 3.2 
1,53 0,00... 1,53 0,301 51 
2,12 0,00 ... 2,12 0,875 7,7 
aceta = ‘ _— < 
4/ 6.41 0.08 6.33 OSD 23 
ag 20.0 1.02 19,00 0.321 59 
2aOH “ : ot =a 3 
919 33.5 6.91 26.6 0,275 97 
aAOH fe a ~ r : 
354 43,7 18,8 24.9 0.2405 103 
oriec! Boe 0.57 0.00... 0.57 0.152 3.74 
0,92 0,00 ... 0,92 0,145 6.3 
oota 65 2.99 0,04 2.95 0,133 2,2 
182 3.45 0,06 3,39 0,124 27,3 
_ 1.00 0.00... 1.00 0.492 2.08 
2.34 0,00 ... 2.34 0.418 5.6 
” 4,50 0,002 6 45 0,369 12,2 
412 6,57 0,01 6,56 0,421 15,6 
44 20,2 0,23 20,00 0,492 41 
OH 
NB 43,8 6.94 36.9 0,369 100 
- 3.14 0,00 ... 3,14 0,502 6,25 
‘et 
on 88 4,85 0,007 4,84 0,377 12,8 
‘346,97 0,002 6,95 0,431 16,1 
38 20,65 0,23 20,42 0,502 40.7 
y] “ : . Pus i 
667 44.1 45 39.6 0,377 105 
+ 1.45 0.00... 1,45 0,268 54 
35 2.04 0,00 ... 2,04 0,846 8,3 
al 
5 1,67 0,00 ... 1,67 0,198 8,7 
47 2.31 0,01 2,30 0,178 12.9 


n der Proteinkonzentration verwandt. 
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ergibt, ist der Spalte ,,H’ frei’ der Tabelle VII entnommen. ,,H* geb.“ 
der Tabelle VILa ist berechnet als Differenz ,.H" zugefiihrt** der Tabelle VII 
und Millimol H’”’ der Tabelle Vila. Der Vergleich der Millimol H’, die 
von einem Millimol N gebunden sind, in korrigiertem und unkorrigiertem 
Wert zeigt, daB der Betrag der Korrektur mit steigender EiweiBkonzent ration 
und fallendem pg, zunimmt, daB er aber selbst unter extremsten Be- 
dingungen 10 bis 15°, nie tiberschreitet und tiberhaupt erst bei einem 
Pah < 2 merklich wird. Die Tatsache, daB zwischen pg, 1,15 und 1,7 die 
geb. Millimol H” ‘ : f 
-— auBerordentlich viel weniger streuen 
als die unkorrigierten, bekraftigt die Richtigkeit des Faktors fiir den ,,nicht- 
lésenden Raum“, der ja auf einem ganz anderen Wege gewonnen ist. 
Kohlenséurefreie NaOH nach Sérensen war zur Herstellung der Ansatze 
der Tabelle X in n/1, n/10, n/50 und n/100 Konzentrationen in Wudl/fschen 
Flaschen vorraétig und gab in keiner Konzentration mit Ba(OH), auch 
nur einen Hauch von Triibung. Die Mischung mit dem Myogen geschah in 
folgender Weise: Das Myogen wurde aus den verschlossenen Zentrifugen- 
glisern in Wageglaschen mit eingeschliffenem Deckel (bei angehaltenem 
Atmen, Atmungs-CO,]!) einpipettiert, deren Volumen nur ganz wenig 
groBer war als das Volumen der herzustellenden Mischung. Dann wurde 
aus den auf den NaOQH-Flaschen montierten Mikrobiiretten die nétige 
Menge Lauge hinzugegeben und mit verschlossenem Deckel umgeschiittelt. 
SchlieBlich wurde die Mischung vom Boden des Wageglaischens in die 
Birnenelektroden eingesaugt. Analog behandelte reine NaOH gab auch 
nach Entleerung aus dem Elektrodenkérper (nicht aber aus dem mit der 
Luft kommunizierenden unteren Rohre der Elektrode) mit Ba(OH), 
keine Triibung. 


korrigierten Werte fiir 


C. Willstdtter-Titration. Die Wéllstdtter-Titration erfolgte in der 
kiirzlich! fiir saure Caseinlésungen beschriebenen Weise. Selbst dann 
flockt das labile Myogen, besonders in konzentrierter Lésung leicht, wodurch 
der Laugenverbrauch leicht zu niedrig erscheint. Die angefiihrten Aquivalent - 
gewichte sind also Maximalwerte. 


Tabelle XI. 


Basenaéquivalentgewicht nach Willstdtter-Titration. 








Myogenelektrodialysat Laugenverbrauch 

: = a EE aE NEO Aquivalent- 

Nr. Millimol N | com 0.2n KOH 10-3 Millimol KOH gewicht 
° 5 ccm 5 ccm Millimol N 

l 1,.7.10-° 0,854 0,4 93,7 918 
2 1,7 1,3 0.55 85 1012 
3 1,1 1.9 0,67 71 1210 
Durchschnitt : 83 1050 


111. Cl’-Messungen. 


Die angegebenen Cl’-Potentiale beruhen auf Doppelbestimmungen. 
Deren Abweichungen voneinander sind in sehr sauren Lésungen etwa 
fiinfmal so groB wie diejenigen von H’-Doppelbestimmungen. Sie betrugen 


1 H.H. Weber und H. Gesenius, diese Zeitschr. 187, 410, 1927. 
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1,2, 0,0 2,7, 1,3, 3,0, 2,3, 0,5, 1,0, 0,3, 1,1 Millivolt in den verschiede: 
Messungen. Da nach zahlreichen Kontrollen Cl’-Messungen bei ho} 
Aziditat noch viel staérker unter dem EinfluB von Diffusionspotenti 
leiden als H’-Messungen — wahrscheinlich infolge des anderen Baues | 
Elektroden —, wurde ihr AusfluBrohr zunachst in ein kleines Becherg 
gefiihrt, das die zu untersuchende Lésung aber mit KCl gesattigt enthiel; 
Erst von dort aus wurde die Verbindung mit der KCl-Wanne hergest: 
Die Potentiale blieben so tagelang konstant, es drang also kein KC! 
das Innere der Kalomelelektroden. Es wurden Makroelektroden na 
Michaelis verwendet. Der Hahn des AusfluBrohres wurde iiber Nac 
geschlossen. Da vollkommene Erschiitterungsfreiheit der Elektroden 
Konstanz der Potentiale sehr wichtig ist, war jede Elektrode dauernd , 
einem langen Draht angeschlossen, und die Umschaltung von einer Elektr 
auf die andere bei der Messung wurde am anderen Ende dieser Drab 
vorgenommen. 

Die Messung gegen die in Tabelle XII mitangefiihrten Bezugselekt rod 
erfolgte unmittelbar, nicht wie bei der H’-Messung zweizeitig unter V: 
mittlung von Standardacetat. Der Messungsbereich erstreckt sich v 
Pah 3,2 nach der sauren Seite, da bei alkalischerer Reaktion die [Cl] dun 
Bildung von Myogenkalomelsalzen zu hoch erscheint! (vgl. Nr. 6 d 
Tabelle). Bei pg, 3,186 wird dieser Fehler bereits belanglos, wie aus Verglei 
von Nr. 5 und 5a hervorgeht. Nr. 5 ist unkorrigiert, 5a derselbe Versu 
nach dem Ergebnis von Nr. 6 korrigiert. 

Die Elektrolytlésungen sind dieselben wie oben (s. 8. 444). 


IV. Viskositdtsmessung. 
Die Viskositaétsmessung (s. 8S. 432) erfolgte im Ostwaldschen Visko: 


meter (5cem Fiillung) im Wasserbad von 19°. 


1 Vgl. W. Pauli und Th. Oryng, diese Zeitschr. 76, 373, 1915. 





Uber den EinfluG der Alkalizufuhr 
auf die alimentire Glykimie im Hungerzustand. 


Von 
Gertrud Hirsch. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg.) 
(Eingegangen am 15. August 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bereits 1913 fand Elias (1), daB, wenn er Kaninchen mit Glucose 
ind Saure per os fiitterte, die mit Saiure behandelten Tiere nur ganz 
geringe Glykogenmengen in der Leber zu speichern vermochten im 
Gegensatz zu den Kontrolltieren, die nur Glucose, aber keine Saure 
rhalten hatten. Bei Kontrollversuchen mit nur mehreren Siuregaben 
fand er eine Glykogenmobilisierung, Glykosurie und Hyperglykamie. 
Die Versuche an Kaninchen mit Saure und Glucose ergaben eine starkere 
Gilykosurie als die Vorversuche, die mit derselben Dosis Glucose ohne 
Siuregabe angestellt waren. Aus seinen Versuchen schlieBt Elias, daB 
las Mehr des ausgeschiedenen Zuckers auf Rechnung des durch Saiure 
mobilisierten Zuckers aus dem Glykogen der Leber zu setzen ist. 

Er faBt diese Erscheinungen: die Hyperglykamie, die Glykosurie und 
die Glykogenmobilisierung infolge der Saurewirkung unter dem Namen: 


e 


Séurediabetes‘‘ zusammen. 


Glykosurien nach intravenésen oder peroralen Gaben von Mineral- 
siuren und organischen Séuren haben schon Naunyn, Frerichs, Pavy, 
Kueltz und Goltz (2) im letzten Drittel des 19. Jahrhunderts beschrieben. 
Eine Bestétigung der Annahme, daB8 die Séuren den Glykogenabbau in 
ler Leber bewirken, fand Paul Ehrlich (3), der folgende Versuche machte: 
Er legte Frésche einmal in saure, einmal in alkalische Zuckerlésung. Dabei 
stellte er fest, daB es bei den Fréschen unter saurer Lésung zu einem 
Glykogenabbau, bei denen unter alkalischer Lésung zu einem Glykogen- 
aufbau kam. Ferner sah Elias (1) bei Durchspiilungsversuchen an isolierten 
Schildkrétenlebern, da8B der mit saurer Ringerlésung durchspiilte Leber- 
lappen Glykogen abbaute, der mit alkalischer Lésung durchspiilte Glykogen 
ansetzte. 

Elias Befunde beziiglich des Séurediabetes beim Kaninchen wurden 
von Underhill und Murlin (4) und E. Lesser (5) bestatigt. Beim Hunde 
fand Elias nach peroraler Saéurezufuhr einen geringen Anstieg des Blut- 
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zuckers, waihrend Torrez (6) bei Hunden nach intravenéser Saurezufuhr, }y 
normalen sowohl, als auch bei kohlehydratgemasteten Tieren, keine B)y 
zuckererhéhung, sondern im Gegenteil im Verlauf von 2 Stunden nac! 
den Injektionen eine starke Hypoglykaémie fand. Bertram (7) bestatiy: 
diese Versuchsergebnisse, fiigt aber hinzu, daB er bei ganz jungen Hunde: 
den gleichen Saurediabetes hervorrufen konnte wie Elias bei seine 
Kaninchen. Er versucht das verschiedene Verhalten bei Pflanzen- un) 
Fleischfressern so zu erkliren, daB einmal die Karnivoren rasch mit Hilj 
des NH, aus dem Harnstoff der Leber die Séuren zu neutralisieren ve; 
mégen, was bei den Herbivoren nicht der Fall ist, und zweitens sich <i; 
Einstellung auf die normale Blutreaktion nach der Saurezufuhr auc! 
rascher vollzieht, weil bei ihnen der Fliissigkeitsaustausch zwischen Blut 
und Geweben lebhafter und schneller vor sich geht als bei den Pflanze: 
fressern. 

Die Saéure-Glucoseversuche von Elias konnte Bertram (8) voll bein 
Hunde bestaétigen. Er fand die alimentére Hyperglykaimie nach intra 
venéser Salzséiurezufuhr gegeniiber der Norm wesentlich erhéht. Fil 
eine Herabsetzung der alimentéren Hyperglykaémie nach Alkalizufuh; 
(NaHCO,) konnte er aber keine eindeutigen Versuchsergebnisse bringer 
Eine Alkaliwirkung auf den Blutzucker des erwachsenen Hundes ist nich 
vorhanden. Das zeigt Sergios Serefis (9) bei der Adrenalinhyperglykaémi: 
dagegen hemmt Alkalizufuhr die Adrenalinzuckerwirkung beim junge: 
Hunde. 

Weitere Beitrage zum Kapitel Saéurediabetes bringen Fujimaki (10 
Koehler (11) und Bertram (12). 

Eine bedeutsame Rolle bei der Frage der Zuckertoleranz spielt di 
Diaét, sowohl die Art als auch die Menge der Nahrung. Eiweif-Fettdiat 
setzt die Zuckertoleranz herab, Kohlehydratdiaét erhdéht sie [ Bertram (13) 
Staub (14) zeigte bereits 1921 diese Tatsache an Versuchen, die er ar 
Menschen anstellte, und erklairte sie durch ,,Bahnungsvorgange“ in 
Organismus. 

Beziiglich der Nahrungsmenge hat schon 1890 F. Hofmeister (15 
beobachtet, daB hungernde Hunde nach Fiitterung von Kohlehydraten 
Zucker ausscheiden bei KH-Mengen, die normale Hunde ohne weiteres, 
bewaltigen. Hoppe-Seyler (16) spricht von einer ,,Vaganten-Glykosurie”, 
die dem unfreiwilligen Fasten der Landstreicher zuzuschreiben ist. Staub (17 
fand nach Traubenzuckergabe von 20 bis 100g bei einem gut genéhrten 
Manne 30 bis 50°%, Hyperglykémie, bei einem Manne, der 3 Tage gehungert 
hatte, 243° Hyperglykimie. Du Vigneaud und Karr (18) haben mit 
Kaninchen gearbeitet und erweitern Staubs Befunde. Bornstein und Holm (1%) 
machten ihre Versuche an Menschen und stellten fest, daB, wenn man 
nach zwolfstiindigem Hungern 100g Traubenzucker zufiihrt, der Blut- 
zucker weniger ansteigt, wenn dem Fasten eine Kohlehydratmahlzeit voran 
ging, als wenn man vorher eine Fett-EiweiBdiit gab. Entsprechence 
Versuchsresultate erzielten Bang (20) und Gunnar Boe (21) an Kaninchen, 
Barrenscheen (21) an _ iiberlebenden durchbluteten Kaninchenlebern 
(schlechtere Glykogensynthese der Hungerleber), Rietschel (21) und Lind 
berg (21) an Saéuglingen und Bergmark (21) an Erwachsenen, ferner Labi- 
Boulin (22) bei Fieberkranken. 

Nun wei8 man aber schon seit langem, da8 der Hungerzustand mut 
Acidose einhergeht. Ende des vorigen Jahrhunderts hat London (23) be! 
Kaninchen eine Abnahme der Blutalkalien im Hungerzustand festgesteli' 
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Ho/meister (15) und Hoppe-Seyler (16) sahen ihren Hungerdiabetes mit 
einer Acidose einhergehen. Andere Forscher, Wessclkin, Polany, Rolly (24), 
haben im Hungerzustande ein Steigen der Wasserstoffionenkonzentration 
m Blute festgestellt. Elias hat mit Hilfe der Titriermethode bei Hunden 
vetunden, daB die Alkalinitét von 112,8 mg in der Norm auf 52 mg im 
Hunger herabgesetzt war. Walinsky (25) zeigt, daB beim Hungern die 
Alkalireserve in den ersten 24 Stunden um 6,8°,, nach 48 Stunden um 
18°, gefallen ist, und da die Riickkehr zur Norm nach eintagiger Kohle- 
hydratkost erfolgt. Er sieht die Reservealkaliwerte im Blute als giiltigen 
MaBstab fiir den Séuregehalt im Blute an. Schiff und Choremis (26) weisen 
nach, daB bei Hunger und Wassermangel ein Anstieg des anorganischen 
Phosphors und ein starkeres Sinken der Blutalkalireserve erfolgt. DaB 
auch die Hungeracidose, ebenso wie der Hungerdiabetes, sehr von der 
vorausgehenden Diaét abhangt, zeigt Goldblatt (29), bei derjenigen voraus- 
gehenden Kost, die die besten Glykogendepots schafft, also einer Kohle- 
hydratkost, tritt sie am spétesten auf. Und zwar haben Glucose, Fructose 
md Saecharose in Mengen von 50g eine erhebliche antiketogene Kraft, 
wihrend Galaktose, Mannose, Lactose und anscheinend auch Glycerin 
inwirksam sind. 

Bei der Feststellung all dieser Tatsachen liegt der SchluB, da®B der 
Hungerdiabetes auf einer Saéuredtiologie beruht, nahe. Bestarkt wird man 
n dieser Vermutung noch durch die Tatsache, daB durch Splanchnikotomie 
sich das Zustandekommen des Hungerdiabetes nicht verhindern 1laBt 
Elias (1)], also er nicht mit dem Adrenalindiabetes identisch ist. Man 
weiB, z. B. durch Versuche Staubs, daB Hungerdiabetes und Acidose zu- 
ammen auftreten, und da ergibt sich unfern die Frage: Ist die alimentére 
Hyperglykimie im ausgesprochenen Hungerzustand durch Alkalien beein- 
fluBbar? Du Vigneaud und Karr (18) sind dieser Frage niahergetreten. 
Sie verabfolgten bei ihren Versuchen Kaninchen NaHCO, entweder gleich- 
zeitig mit dem Zucker, einige Stunden vor der Zuckertoleranzprobe oder 
eine Nacht vorher, oder sie lieBen die Tiere hungern und gaben an jedem 
Fastentag 1g NaHCO,. Bei dem letzten Versuch war die Zuckertoleranz 
gegeniiber einem normalen Tiere erhéht, bei den anderen Versuchen hatte 
lie Alkalizufuhr wenig Wirkung auf die Zuckertoleranz. 

Wir beschaftigten uns eingehender mit dieser Frage und machten 
unsere Versuche an Menschen, an Hunden und an Kaninchen. 

Zunichst nahmen wir Kaninchen als Versuchstiere. Die Versuchs- 
anordnung war folgende: Bei Versuch 1 und 2 bekamen die Tiere drei 
Tage nichts zu fressen und nichts zu trinken. Am vierten Tage wurde 
eine Zuckertoleranzprobe angestellt. Die Zuckermenge, die dazu ver- 
abfolgt wurde, betrug 1,5 g Traubenzucker pro Kilo Kérpergewicht, 
sie wurde mit Hilfe der Schlundsonde, in Wasser gelést, gegeben. Die 
Zuckerausscheidung im Urin wurde nicht beriicksichtigt, lediglich der 
Blutzuckergehalt wurde festgestellt, und zwar nach der Hagedorn- 
Met hode (28). Es geschahen zuerst zwei Niichtern-Blutzucker- 
bestimmungen, eine 1, Stunde vor der Zuckergabe, die zweite unmittel- 
bar vorher, daraus wurde der Mittelwert berechnet. Die folgenden 
Hagedorn-Bestimmungen wurden */,, %4, 1, 144, 2, 3, und 4 Stunden 
nach der Zuckergabe gemacht. Nach diesen ersten Versuchen wurden 
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die Tiere drei Wochen normal ernahri, sie erreichten ungefahr j)y 
Anfangsgewicht wieder. Dann wurden sie abermals drei Tage vo! 
standig niichtern gehalten. Am vierten Tage bekamen sie nach zw: 
Niichternblutzuckerbestimmungen 0,5 g NaHCO, pro Kilo Kérper 
gewicht, 25 Minuten danach wurde der nichste Blutzucker bestimm: 
dann wurde 30 Minuten nach der NaHCO,-Gabe der Traubenzucker 
wieder 1,5 g pro Kilo Kérpergewicht, dargereicht. Die naichsten Blut 
entnahmen erfolgten in der gleichen Zeitfolge wie bei den ersten Ver 
suchen. Die Zucker- und NaHCQ,-Mengen wurden auf Grund de. 
Gewichtes nach dem Fasten berechnet. 

Die weiteren vier Versuche hatten die gleiche Anordnung, ny 
fasteten die Tiere nicht 3, sondern 4 Tage. 

Als niachstes Versuchstier nahmen wir einen Hund, den wir 4 Tag 
hungern lieBen. Am fiinften Tage erhielt er, nachdem zwei Niichten 
blutzuckerwerte bestimmt worden waren, 2,0g Traubenzucker pr 
Kilo seines Kérpergewichtes, alsdann wurden die Blutzucker 
bestimmungen in derselben Aufeinanderfolge gemacht wie bei de 
Kaninchenversuchen. Nach 14 Tagen wurde der Parallelversuch mii 
Alkalizufuhr angestellt. Die Versuchsanordnung war wieder die gleich: 
nur wurde zwischen die Niichternblutentnahme und die Zuckergaly 
eine NaHCQ,-Gabe von 1 g pro Kilo Kérpergewicht mit 25 Minute: 
spiter erfolgender Blutzuckerbestimmung eingeschoben. 

G20 Um festzustellen, ob bi 
diesen Versuchen die Veralh 
folgung von Alkali einen Einflu! 
auf den Ablauf der alimentaren 
an | a Hyperglykamie hat, vergleiche: 
on - t 44... 4 wir die Blutzuckerwerte der Ver 
suche a und b, und zwar b 
ziiglich 1. der Héhe des Blut- 
zuckeranstiegs, 2. der Zeit des 
Anstiegs, 3. der Dauer der 
Hyperglykamie, 4. der Art des 
Abfalles und 5. der Tiefe des 
Abfalles. 

Ty a Beziiglich der Hohe des 
ane-...” {| Blutzuckeranstiegs findet man 

1 





aes 


an 





ae 4 » “ » 
G0} daB bei samtlichen Versuchen 


die Kurve der Versuche mit 

Abb. 1. Mittelwertskurve. Alkalizufuhr im ganzen he. 
deutend niedriger ist, als die ohne NaHCQO,-Gabe. Bringt man di 
Mittelwertskurven von den beiden Parallelversuchen in ein Koordi- 
natensystem (Kurve Abb. 1), so liegt die Kurve 6 absolut unter der 
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fahr if der Versuche a. Auch bei dem Vergleich der prozentualen Zu- bzw. 
ee voll@ Abnahme der Zuckerwerte zum Durchschnittsniichternwert der ein- 
ch zwei zelnen Versuche tritt diese Tatsache vor Augen. Die Erhebung vom 
K6rperff Niveau des Durchschnittswertes ist bei den Versuchen b auch prozen- 
stimmt # tual des Anfangsblutzuckers geringer als bei den Versuchen a. Und 
nZucker# nicht nur die Kurve im ganzen wird durch die Alkaligabe absolut 
Nn Blut. gedriickt, sondern auch ihr héchster Anstieg ist bei allen Versuchen b, 
en Ver mit Ausnahme eines Kaninchens (241) relativ geringer. Die prozentualen 
nd deff Differenzen zwischen den beiden maximalen Erhebungen betragen: 
fe ee ee a 
S n st. Des 5 O46 eh Se 
29 . 49,07 
4 Tay, 241. 8,48 
thten 237 . 63,08 
lt ‘ * Meio 6 OMS aca ae 
ucker pee WN 8 cn Se eS cere ke ee ee 
1 der 
h mit Der Zeitpunkt, an dem das Maximum der Blutzuckerkurve er- 
leiche @ Teicht wird, wird nicht so einheitlich durch die Alkalizufuhr beeinflubt 
tab: Wie die Héhe der Kurve. Ihr Maximum erreichen die Mittelwerts- 
nutey @ kurven @ und 6 gleichzeitig, namlich nach einer Stunde, und zwar 
ist der Anstieg in der ersten halben Stunde nach der Zuckergabe steil, 
“-_ * in der zweiten dagegen ziemlich flach. Auch in der dritten halben 
erab. & Stunde bleibt die Mittelswertskurve von beiden Versuchen nahezu auf 
nflug | gleicher Héhe, so daB nach diesen Durchschnittszahlen die Erhéhung 
firey des Blutzuckers sowohl bei Alkali — als auch alkalifreien Versuchen 
chen @ Ungefahr eine Stunde anhalt. Betrachtet man die Versuche einzeln, 
Ver so sieht man, daB auch im Abfall der Kurven Unterschiede bestehen, 
8 und hierbei ebenso wie beim Abstieg zum Maximum die Darreichung 
3lut. | von Alkali keine einheitliche Wirkung auf den Blutzucker der Tiere hat. 
des Ebensowenig wie auf die Dauer der starksten Hyperglykamie 
der § iibt das Alkali einen spezifischen Einflu8 auf die Steilheit des Kurven- 
des § abfalls aus. Mittelwertskurve @ und b fallen 90 Minuten nach der 
des Zuckergabe ab, und zwar beide zunichst steil, dann in den folgenden 





2 Stunden flacher. Dagegen ist die GréBe des Abfalls bei den Ver- 
suchen @ und 6b deutlich unterschiedlich. Kurve a befindet sich 





des 














lan 4 Stunden nach der Zuckergabe auf derselben Héhe wie bei der Niichtern- 
hen entnahme, der Durchschnittswert betragt ebenso wie der Wert 240 Mi- 
mit nuten nach der Kohlehydratgabe 0,108, dagegen bei der Mittelwerts- 
be- kurve 6 ist der Durchschnitts-Niichternwert 0,109, der Endwert des 
di Versuches aber nur 0,076, hat also ein Minus von fast 25°, des Anfangs- 
di- wertes. Und auch bei der Einzelbetrachtung dcr Versuche fallt diese 
ler Wirkung der NaHC 0,-Gabe auf. 








G. Hirsch: 


Nach diesen einfachen Glucose- und Glucose-Na HC O,-Versuchen 
wurde folgender Versuch gemacht: Ein Hund wurde 2 Tage niichtery 
gesetzt, am dritten Tage bekam er nach zwei Blutzuckerentnahmey 
2,0g Traubenzucker pro Kilo seines Kérpergewichtes, dann wurden 
\%, 1, 2, 3, 4 Stunden nach der Glucosegabe seine Blutzuckerwert, 
bestimmt. Im AnschluB an die Blutentnahme wurde dem Tier abermals 
eine Zuckergabe von 2,0 g pro Kilo Kérpergewicht verabfolgt und dann 
wieder 4 Stunden lang die Blutzuckerwerte gepriift. Nach 2 Wochen 
wurde ein Parallelversuch mit Alkalizufuhr gemacht. Der Hund erhielt 
am zweiten Hungertage mittags um 3 Uhr und abends um 10 Uhr und am 
folgenden Tage morgens um 6 Uhr je 1 g Natriumacetat. Dann ging 
der Versuch folgendermaBen weiter: 

9 Uhr Blutzuckerentnahme, 9,15 Uhr Zuckergabe (2g pro Kilogranu 
Korpergewicht), 9,15, 10,15, 11,15, 12,15 Uhr Blutentnahmen, 12,15 Uh 
Gabe von 1g Natriumacetat, 1,15 Uhr Blutentnahme und Zuckergal» 
von 2,0g Traubenzucker pro Kilogramm Kérpergewicht, 1,45, 2,15, 3,15 
4,15, 5,15 Uhr Blutentnahmen. 

Die Versuchsergebnisse zeigt die Kurve Abb.2. Beider Betrachtung 
der Kurvea sieht man, daB nach 4 Stunden der Blutzuckerwert ungefahr 
die gleiche Héhe wie zu Versuchsbeginn erreicht hat. Nach der zweiten 
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Abb. 2. Doppelte Zuckerbelastung. 


Zuckergabe fallt er zuniichst weiter ab, steigt dann aber in den folgenden 
14, Stunden wieder an, so daB 2 Stunden nach der zweiten Zuckergaly 
die zweite Kurvenhilfte ihren Héhepunkt erreicht hat, der erheblic 
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unter dem Héchstwert der ersten Kurvenhalfte liegt; 4 Stunden nach 
der zweiten Zuckergabe hat der Blutzuckerwert wieder abgenommen 
und ist jetzt unter den Anfangswert gesunken. Bestatigungen dieser 
‘esultate findet man bei Sevringhaus (29) und Du Vigneaud und 
Karr (18), die beide gezeigt haben, daB bei aufeinanderfolgenden Zucker- 
gaben bei der zweiten und dritten Gabe keine weitere Steigerung des 
Blutzuckers erfolgt, sondern eher eine geringe Abnahme. Kurve } 


rsuchen 
achtery 
ahmMep 
wurden 
-Twert; 
ermals 
d dann 










Vochen dieses Versuches ist der Kurve a in der ersten Halfte ahniich, nur 
erhiclt  liegen ihre Werte im ganzen niedriger, der Abfall vom Héhepunkt ist 





tiefer. Die zweite Halfte verhalt sich anders als die der Kurve a. lhr 
Anstieg nach der zweiten Zuckergabe ist steiler und héher — er betragt 
0,085 mg-°%, der der ersten Halfte dagegen nur 0,070 mg-°,, — nach 
| Stunde ist ein Punkt erreicht, der nur wenig unter dem Héchstpunkt 
der ersten Halfte, etwas iiber dem Héchstpunkt der Kurve a zweite 
Halfte liegt. Von da erfolgt in der nichsten Stunde ein steiler Abfall, 
in der dritten und vierten Stunde nach der zweiten Zuckergabe ein 
abermaliger Anstieg, der flacher und geringer als der erste ist. Im ganzen 
decken sich also die ersten Kurvenhilften mit denen der einfachen 
Glucose- und Glucose-Alkali-Versuche. Was die zweiten Hilftenanlangt, 
so sieht man, daB bei dem Alkaliversuch die erhéhte Zuckertoleranz 
nach der zweiten Zuckergabe des ersten Versuches wegfallt, der Anstieg 
der zweiten Halfte der Kurve 6 ist starker als der der ersten Halfte, 
dafiir etwas weniger lange anhaltend. 
Unsere letzten Versuche am Menschen hatten folgende Anordnung : 
Die Versuchsperson hungerte 38 Stunden. Mit den Zuckerbelastungs- 
proben wurden gleichzeitig Respirationsversuche und pg-Bestimmungen 
im Urin gemacht. Zunichst geschah eine Nichternblutzuckerprobe, 
dann folgten der Traubenzuckergabe (50 g) sieben weitere Bestimmungen, 
deren genauer Zeitpunkt aus der Tabelle I, die auch die Versuchs- 
ergebnisse bringt, ersichtlich ist. Der Zucker-Alkaliversuch geschah 
in derselben Weise, zwischen die Niichternentnahme und die Zucker- 
gabe wurde die Alkalizufuhr (2 g Natriumacetat) mit 50 Minuten spater 
erfolgender Zuckerbestimmung eingeschoben. Dieser Versuch ist auch 
in Tabelle I niedergelegt. Fiir die Respirationsversuche wurde die 
Zuntz-Geppertsche Gasuhr benutzt. Die Wasserstoffionenkonzentration 
im Urin wurde nach der kolorimetrischen Methode von Michaelis 
bestimmt. Die Blutzuckerkurven dieser Versuche zeigten denselben 
Verlauf wie die der Tierversuche. Es war deutlich die alkalotische 
Wirkung zu bemerken. Auch die Aziditaét des Urins wurde durch die 
Natriumacetatzufuhr herabgesetzt, beim einfachen Zuckerversuch 
steigt das px von 5,15 nach 70 Minuten auf 5,2, nach 100 Minuten auf 
6,9, beim Natriumacetat-Zuckerversuch von 5,5 nach 50 Minuten auf 
6,0, nach 120 Minuten auf 7,4, nach 180 Minuten auf 7,5. Der Sauerstoff- 
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Tabelle I. 





CO. Oss 
. Respi- 2 ° 2 
‘ Vent lation P'* Bildu Verbrauch 
Zeit pro Minute eo roe = i. Blutzucker Py im Urir 
quovent Minute Minute 
Versuch a) 
8h17’'— 8h27.5') 4.600 0.748 169.1 226 0,084 mg 5,15 65 
8 28— 8 38", 4,605 0.756 168.1 2224 50¢ Dextrose 
920—9275 4966 0,713 1861 261.2 O112p. 20’ 
9 32— 9 40 4.535 0,720 176,0 244.5 0,122 p. 35 
9 44 9 53.5 5,116 OS01 193.4 241.6 0,148 p. 50 
10 06 — O 16 4.680 0.753 179.4 238.3 0,169 p. 70 5,2 184 e 


11 45—11 545 5,316 0808 1964 2429 0.121 p. 165 
12 04 —12 14,5 4.952 0.770 180.7 2934.7 0,093 p. 190 
1G—i 5,196 0,758 1814 2393 0,094 p. 250 
Spez.-dynamische Wirkung dur. 
50 g Dextrose: 23,185 Cal 


Versuch b) 


$h35 Sbh45’ 4.791 0.733 197,1 268.9 0.085 

8 44 8 57 4.659 0.756 193 255.1 2¢ Na-Acetat 

9 30 . a 0.081 

9 BO — — . 50 ¢ Dextrose 

10 07 —10 154, 5,941 0,718 209.6! 291.8 0,118 p. 25’ 

10 22—10 28'/), 6,141 0,759 221 291 0,127 p. 38 6,00 95 cer 
10 32—10 40, =5,965 0,763 209.7 2749 0,124 p. 59 

10 47 —10 55 6,125 0.792 214.6 270.9 0,118 p. 65 


11 39—11 471, 6,094 0,802 216.8) 270.2 0,147 p.120) 7.4 55 cer 
12 36 —12 431), 6173 0854 2254 > 2638 0,153 p.180) 7,5 88 cen 
1 35— 1 43 5,363 0.770 196.7 255.5 0,070 p. 240 
Spez.edynamische Wirkung dur: 
50 g Dextrose: 12,2 Cal 


verbrauch in der Ruhe ist im ersten Versuch geringer als im zweiten 
dadurch ergibt sich im Versuch ohne Natriumacetat eine starker 
spezifisch-dynamische Wirkung im Vergleich zum Versuch b mit 
Natriumacetatzufuhr. Die geringere spezifisch-dynamische Wirkung 
ist jedoch an sich die wahrscheinlichere, weil sie mit den iibrigen Werte: 
in der Literatur (31) iibereinstimmt. Es ist daher keine Sicherheit ir 
der Annahme, daB die Alkalizufuhr die spezifisch-dynamische Wirkung 
der Dextrose herabsetzt, vorhanden. Zur Klarung dieser Frage waren 
weitere Versuche erwiinscht. Der respiratorische Quotient ist in den 
Natriumacetatversuch langer und starker erhéht als in dem einfachen 
Zuckerversuch. Es macht den Eindruck, als ob das Natriumacetat 
die Zuckerverbrennung angeregt hat, doch geniigt auch zur Entscheidung 
dieser Frage der Einzelversuch nicht. Respiratorischer Quotient un 

Blutzucker steigen bei beiden Versuchen nicht gleichzeitig, sondern 
zunachst erhéhen sich nur die Blutzuckerwerte, und zwar bereits 20 Mi- 
nuten nach der Zuckergabe, wahrend die respiratorischen Quotiente: 
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beider Versuche erst nach ungefaéhr einer Stunde zu steigen beginnen, 
eine Wahrnehmung, die auch Bornstein und Holm (19) und Goldblatt (30) 


macht haben. 


Zusammenfassend kann man also sagen, daB die Frage, ob Alkali- 
zufuhr die alimentaire Hyperglykamie in ausgesprochenem Hunger- 
zustand beeinfluBt, zu bejahen ist, und zwar in dem Sinne: 1. dab 
die Blutzuckerkurve durch das Alkali im Vergleich zum einfachen 
(;lucoseversuch im ganzen niedriger gehalten wird; 2. daB es 4 Stunden 
nach der Zuckergabe zu einer Hypoglykimie kommt, was bei dem 
einfachen Glucoseversuch nicht der Fall ist oder nur angedeutet ist; 
3. daB bei mehrfachen Zuckergaben beim Alkaliversuch die erhéhte 
Zuckertoleranz, die in den Kurven nach der zweiten Zuckergabe beim 
einfachen Zuckerversuch zum Ausdruck kommt, beim Zucker-Alkali- 
versuch fortfallt; 4. daB die spezifisch-dynamische Wirkung im Sinne 
einer Herabsetzung; 5. daB der respiratorische Quotient im Sinne einer 
Erhéhung beeinfluBt wird, daB aber die beiden letzten Ergebnisse 
noch einer Bestatigung durch weitere Versuche bediirfen. 
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